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RESUMO

A sidra brasileira, bebida frisante de maca de baixo grau alcodlico, apresenta cor pouco
intensa e baixa qualidade aromatica, necessitando de corre¢do do teor de acucar final. A
bebida francesa ¢ considerada a melhor do mundo devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas e qualidade aromatica, através de processo que valoriza a fermentagdo oxidativa,
etapa que contribui intensivamente para a formagdo de compostos aromaticos da bebida.
Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de compostos volateis de
fermentados de maca elaborados sob acao de diferentes leveduras oxidativas e fermentativas.
Foi utilizado mosto de mag¢d da cultivar Gala e monitorado o crescimento das cepas,
parametros fisico-quimicos e cinéticos ao longo de 10 dias de processo fermentativo. A
técnica de headspace foi utilizada para a coleta dos volateis que foram identificados e
quantificados por cromatografia gasosa. As leveduras oxidativas, Hanseniaspora uvarum e
Hanseniaspora guilliermondii, quando mantidas no mosto sem adi¢do de outras cepas,
apresentaram atividade fermentativa e mantiveram acgucares residuais no produto final,
podendo assim serem usadas na elaboracdo de produtos fermentados com baixa graduagdo
alcoodlica. Os compostos volateis foram captados em baixa quantidade, no entanto todos com
aromas frutais e florais que contribuem para a qualidade aromatica da bebida. As cepas
fermentativas utilizadas foram: Saccharomyces cerevisiae Bouquet, Saccharomyces
cerevisiae Arome Plus, Saccharomyces cerevisiae Fermol Aromatic e Saccharomyces
cerevisiae UFLA CA-11. As cepas fermentativas apresentaram atividade de fermentacgdo
desejada com manutencdo de acucares residuais mas os compostos volateis ndo apresentaram
qualidade aromatica agradavel. As fermentacdes mistas foram realizadas sob agdo de
Saccharomyces cerevisae Bouquet com Hanseniaspora uvarum, ¢ de Saccharomyces
cerevisae Bouquet com Hanseniaspora guilliermondii, utilizando-se de inoculacdes
sequenciais. Os resultados evidenciaram que houve uma boa interagdo entre as leveduras
fermentativas e oxidativas, pois os fermentados obtidos além de apresentarem grau alcoolico
adequado, mantiveram a presenca de agucares residuais e os compostos volateis que
contribuiram para a qualidade aromatica da bebida. Neste trabalho foi possivel perceber que a
técnica de headspace utilizada ndo foi eficiente para compostos volateis com altos pontos de
volatilizagdo, detectando assim uma pequena quantidade de compostos em cada produto. A
bebida elaborada que mais agradou em relagdo ao perfil aromatico na analise sensorial foi a
elaborada sob agdo de processo puro com a cepa Hanseniaspora guilliermondii, sendo esta
considerada uma boa opgdo a ser utilizada na producido de fermentados de macga, pois foi
altamente produtora de ésteres, compostos que contribuem para aromas frutados e doces em
processos fermentativos.

Palavras chave: Hanseniaspora uvarum, Hanseniaspora guilliermondii, Saccharomyces
cerevisiae, fermentacdo, maga, compostos volateis.



ABSTRACT

Brazilian cider, sparkling apple wine with low-alcohol content, has little color and
low aromatic quality, requiring correction of the final sugar content. French cider is
considered the best in the world due to its physical-chemical and aromatic sensations, through
the fermentation process that enhances oxidative step that contributes intensively to the
formation of aromatic compounds. Thus, this study aimed to evaluate the profile of volatile
compounds of fermented apple prepared under action of different oxidative and fermentation
yeasts. We used apple juice from Gala and monitored the growth of the strains, the physico-
chemical and kinetic aspects over 10 days of fermentation. The technique of headspace was
used for collect of volatiles that were identified and quantified by gas chromatography.
Oxidative yeasts used, Hanseniaspora uvarum and Hanseniaspora guilliermondii, when kept
with no other strains in the wort, showed fermentation activity and remained residual sugar in
the finished product, so thus can be used in the preparation of fermented products with low
alcohol content. The volatile compounds were obtained in small amounts, but all have floral
and fruity aromas that contribute to the aromatic quality of the product. Fermentative strains
used were Saccharomyces cerevisiae Bouquet, Saccharomyces cerevisiae Arome Plus,
Saccharomyces cerevisiae Fermol Aromatic and Saccharomyces cerevisiae UFLA CA-11.
These showed expected fermentation activity with maintenance of residual sugar but the
volatile compounds were not pleasant aromatic quality. The mixed fermentations were carried
out under action of Saccharomyces cerevisiae Bouquet whit Hanseniaspora uvarum and
Saccharomyces cerevisiae Bouquet with Hanseniaspora guilliermondii, using different
sequential inoculations. The results showed that there was good interaction between
fermentative and oxidative yeasts, because in addition to presenting appropriate alcoholic,
maintained the presence of residual sugar, the volatile compounds contributed to the aromatic
quality. In this study it was observed that the headspace technique is not efficient for volatile
compounds with high points of volatilization, thereby detecting a small amount of compounds
in each product. The beverage prepared most appreciated in relation to the aromatic profile in
the sensory analysis was prepared under the exclusive action of Hanseniaspora
guilliermondii, which is considered a good choice of strain to be used in the fermented apple
production because it was highly producing esters, compounds that contribute to fruity and
sweet aromas in fermentation processes.

Keywords: Hanseniaspora uvarum, Hanseniaspora guilliermondii, Saccharomyces
cerevisiae, fermentation, apple, volatile compounds.
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1. INTRODUCAO

Avaliagdo sensorial dos alimentos ¢ um processo de extrema importancia para os
consumidores, sendo um dos fatores determinantes de escolha por diferentes marcas e/ou
produtos. O mercado tem se tornado cada vez mais exigente em relagdo aos atributos de
qualidade dos alimentos, como por exemplo: sabor, textura, aroma, qualidade nutricional,
propriedades funcionais e custo. Por isso a preocupacdo em melhorar estes atributos tem
tomado espaco dentro das areas de pesquisas das empresas e centros de pesquisa em
alimentos.

Os aromas desempenham um papel importante nas caracteristicas sensoriais dos
alimentos, pois sdo eles que fazem com que o consumidor se interesse pelo produto uma vez
que as primeiras sensacdes percebidas de um alimento vém da sua aparéncia e aroma. A
percepcao dos aromas ¢ complexa, pois o olfato humano consegue discriminar milhares destes
compostos, de maneiras diferenciadas.

A maca, fruta com elevado consumo no Brasil, tem uma taxa de descarte de 10 a 30%
em virtude de defeitos fisicos e/ou microbiologicos. Essas frutas sao encaminhadas ao setor
agroindustrial de processamento a fim de agregar valor em produtos nobres como sucos,
produtos fermentados ou produtos destilados. Atualmente os produtos fermentados tém um
consumo restrito a festas de final de ano devido principalmente a baixa qualidade da bebida,
resultado de um produto doce e pouco aromatico.

Em algumas pesquisas foram encontrados mais de 80 compostos volateis diferentes
em maca e produtos derivados, responsaveis pelo aroma caracteristico dos mesmos,
comprovando que a qualidade do fermentado pode ser melhorada se um processo que realce a
formagdo destes compostos for valorizado; entretanto no Brasil pouco tem sido pesquisado
em relagdo a estes compostos.

Alguns processos que tém sido pesquisados objetivando esta melhora sdo: a redugao
de biomassa que aumenta o tempo de fermentagdo proporcionado aromas frutados, e o uso de
fermentacdo mista com leveduras oxidativas e fermentativas. As leveduras oxidativas estao
sendo propostas devido a uma ampla contribui¢do em compostos quimicos como ésteres €
alcoois superiores que contribuem com notas frutais, doce e florais em termos aromaticos. O
método francés de processamento ¢ considerado como um dos melhores do mundo porque
considera a etapa oxidativa da fermentagao como parte do processo microbiologico.

As leveduras oxidativas mais comumente encontradas em processos de elaboracao de

bebidas fermentadas sdo Hanseniaspora, Metschnikowia e Candida. Estas leveduras quando
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utilizadas em fermentagdes mistas ou sequenciais com Saccharomyces cerevisiae resultam
num processo fermentativo mais lento, com graduacdo alcodlica, teor de agucares residuais e
formacdo de volateis ideais para a qualidade do produto final (XUFRE et al., 2006;
ROMANO et al., 2003; XU et al., 2006).

Desta forma o trabalho visa caracterizar os aromas de fermentados de magas obtidos

com diferentes leveduras a fim de indicar processos que possam valorizar os aromas na

bebida.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil dos compostos volateis em fermentados de mag¢as desenvolvidos em

condigdes brasileiras de processamento .

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito de diferentes leveduras comerciais Saccharomyces cerevisiae no
perfil volatil de fermentados de magas Gala nas condic¢des brasileiras de processamento;

Avaliar o efeito de leveduras Hanseniaspora uvarum e Hanseniaspora guilliermondii
no perfil volatil de fermentados de magas Gala nas condigdes brasileiras de processamento;

Avaliar o efeito da fermentagdo sequencial entre leveduras Hanseniaspora e
Saccharomyces no perfil volatil de fermentados de macds nas condicdes brasileiras de
processamento;

Analisar sensorialmente os aromas dos produtos obtidos pela acdo de diferentes

leveduras Saccharomyces e Hanseniaspora.
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3. REVISAO LITERARIA

3.1 A MACA E SEUS AROMAS

A maca ¢, dentre as frutas de clima temperado cultivadas no Brasil, aquela que
apresentou maior expansdo em area plantada e em volume de producdo nos ultimos vinte
anos. Na safra 2009/2010 foram produzidas 1.274.705 toneladas de frutas correspondendo a
39.154 ha de area plantada. A maior concentracao do cultivo estd na Regido Sul, sendo Santa
Catarina o maior produtor, com aproximadamente 53% do total da area plantada. O Rio
Grande do Sul ¢ o segundo estado produtor, com aproximadamente 42% do total da area
plantada, sendo seguido pelo Parand com 4%. A maior parte da produgdo provém de duas
cultivares: Gala e Fuji, representado 55% e 40% da producdo respectivamente (ABPM, 2011).

A por¢ao comestivel das mag¢as ¢ composta basicamente de dgua, agucares, acidos
organicos e substancias pécticas com alguns outros compostos minoritarios. O conteudo de
acucares e acidos possui grande influéncia na qualidade sensorial da fruta. Os acgucares
majoritarios sdo frutose, sacarose e glucose e os teores de 4cido malico estdo ao redor de 90%
do total de acidos da fruta, no restante contém tracos de citrico, succinico e outros
(BERTITER, 1985; HULME e RHODES, 1971).

A matéria prima disponivel para ser processada pela industria de transformagao
provém de macas de descarte, oriundas do rigoroso processo de selecdo e classificacdo
comercial das mac¢as de mesa, necessario para satisfazer as exigéncias do consumidor
brasileiro. Aproximadamente 70% dos frutos rejeitados nestes processos de selecdo e
classifica¢do, sdo adequados para o processamento industrial, recebendo o nome de magas
industriais, sendo que estas mantém suas propriedades intrinsecas com relagdo a parametros
de qualidade como teor de acucares, acidos e compostos fenolicos (ABPM, 2011;
WOSIACKI, 2001; WOSIACKI et. al, 1991).

Nogueira et al. (2003) declaram n3o haver preocupagdes em relacdo ao
desenvolvimento de cultivares de interesse comercial voltadas aos procedimentos industriais,
pois afirmam que nem todas as cultivares de mesa sao recomendaveis para obteng¢ao de sucos
concentrados ou produtos vinificaveis.

De acordo com Drilleau (1993) a macga recebe a seguinte classificagdo quanto a acidez
e o conteudo de polifendis:

- doce (teor de acido malico < 0,45 g.100mL™" e de polifendis < 200 mg.L™);

- levemente amarga (teor de 4cido malico < 0,45 g.100mL™" e de polifendis entre 200 e

700 mg.L'l);
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- amarga (teor de 4cido maélico > 0,45mg.100mL" e de polifendis entre 200 e
700mg.L'1);

- levemente 4cida (0,35 — 0,45 g.100mL"" e polifenois < 200 mg.L™);

- 4cida (teor de acido malico > 0,45 g.100mL™" e polifenéis < 200 mg.L™).

Os compostos volateis sdo responsaveis pelo sabor caracteristico dos alimentos,
caracterizando o aroma, que ¢ a sensacao percebida pelo sentido do olfato, sendo um dos mais
importantes atributos dos alimentos e bebidas (SIMOES, 2008; THOMAZINI ¢ FRANCO,
2000; BASTOS et al., 2002). Segundo Gatfield (1995) e Pinheiro e Pastore (2003), os
compostos quimicos responsaveis pelos aromas caracteristicos sdo: alcdois, acidos, ésteres,
cetonas, lactonas, aldeidos e outras moléculas complexas que resultam do metabolismo
secundario de plantas ou podem ser obtidas de fontes animais.

Os fatores que afetam a composi¢ao e concentracdo dos compostos volateis nas frutas
sdo: ambientais, cultivar, grau de maturacdo da matéria-prima, etapas do processamento
(prensagem, tratamento enzimatico, clarificacdo, tratamentos térmicos) e condigdes de
armazenamento. As diferentes etapas do processamento podem causar mudancas no perfil
aromatico do produto final quando comparado com a fruta fresca (JANZANTTI et al., 2003).

A contribuicdo de um composto ao aroma depende do seu limiar de odor (nivel no
qual um composto pode ser detectado pelo cheiro) e da sua concentracdo na fruta. O valor de
atividade de odor (VAQO) define a razdo entre a concentragdo de um composto e seu limiar de
percepcao. De fato, a volatilidade e a percepcdo de compostos aromadticos sao
significativamente afetadas pela composi¢do quimica de diferentes produtos, que podem
mascarar o odor devido a alguns compostos de impacto presentes em concentragdes acima de
seus limiares de percep¢do e favorecer a percepg¢do de outras moléculas presentes em
concentracdes menores do que seus limiares de percepcao (BALDWIN et al.,, 2000;
FERREIRA et al., 2003).

A Tabela 1 apresenta algumas classes de compostos volateis responsaveis pelo aroma

descrito e seus limiares de percepcao.
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Tabela 1. Classes de compostos volateis aromaticos existentes na natureza e seus limiares de percepgao.

CLASSE COMPOSTO AROMA LIMIAR DE PER CEP(:A~ [0}
(mg.hL™)
Alcoois (R) 2-metil-1-butanol Fermentado, gorduroso, fresco, ND
éter
Trans-2-hexenol Fruta ND
Cis-hexenol Grama fresca cortada 400
Aldeidos Etanal (acetaldeido) Pungente, nota de noz, alcodlico 15-120
quando diluido
(S) 2-metil-butanal Pungente, fruta, fresco ND
Hexanal Fruta ndo amadurecida 45-5,0
n-octanal Amargo, fruta citrica 0,7
Acidos carboxilicos (S) 4cido-2-metil-butanodico Fruta, doce ND
(R) 4cido-2-metil-butanoico Queijo, doce ND
Esteres Butanoato de etila Fruta de abacaxi 1
Acetato de etila Eter, conhaque 5000
Propionato de etila Fruta, nota de rum, doce 10
Valerato de etila Forte, fruta, maca 1,5-5,0
Octanoato de etila Fruta, doce 15
Dodecanoato de etila Gordura, 6leo, floral 2000

Fonte: Pinheiro e Pastore (2003), citado por Simdes (2008).

Young et al. (1996) identificaram na mac¢d Royal Gala 30 compostos volateis
aromaticos, e Mattheis et al. (1998) encontraram na maca intacta de cultivar Gala 20 ésteres
volateis, entretanto somente uma pequena parte destes compostos tem efeito na qualidade
sensorial aromatica da fruta. Em outros trabalhos realizados com a cultivar Gala, foi
verificado que os compostos majoritarios desta cultivar sdo butanoato de etila, acetato de

butila, acetato de 2-metil-butila, butanol, hexanoato de etila e hexanol (YOUNG et al., 1999).

3.2 FERMENTADO DE MACA E SIDRA

A sidra pode ser definida como uma bebida frisante de baixo grau alcodlico, obtida
pela extracdo do suco de magas através de prensagem mecanica, seguida por dois processos
microbioldgicos de grande importancia: a fermentagdo alcodlica e a conversdo malolatica
(LAPLACE et al., 2001).

Durante a conversdo de agucar a etanol na producdo de bebidas fermentadas, as
leveduras também produzem compostos minoritarios que definem o aroma e as propriedades
sensoriais da bebida. Estes incluem alcoois superiores, €steres, compostos carbonilicos, acidos
graxos volateis e compostos sulfuricos, sdo derivados do metabolismo de acucares e
aminoacidos e suas producgdes sdo espécie e cepas depedentes (ROMANO et al., 2003;
SWIEGERS et al., 2005).

Mesmo em pequenas concentragdes, os ¢€steres, metabodlitos secundarios de bebidas
fermentadas, sdo efetivos para a qualidade sensorial final de bebidas. Existem dois grupos
principais de ésteres com aromas ativos em bebidas fermentadas. O primeiro grupo contém os

¢ésteres de acetato (no qual o grupo acetato provém do acido acético e o grupo alcoxila provém
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do etanol ou alcool complexo derivado do metabolismo de aminoécidos), como acetato de
etila (aroma de solvente agradédvel), acetato de isoamila (banana) e acetato de etil-fenila (rosas
e mel). O segundo grupo sao os ésteres de etila (no qual o grupo alcoxila provém do etanol e o
grupo acila provém de acidos graxos de cadeia média) e incluem hexanoato de etila (anis e
macd), octanoato de etila (ma¢d) e decanoato de etila (floral). Destes dois, o grupo dos
acetatos ¢ o que recebe mais atencdo, ndo porque sdo mais importantes, mas porque Sao
produzidos em niveis muito maiores e mais faceis de serem quantificados (SAERENS et al.,

2008).

3.2.1 Processamento do fermentado de maga e sidra

A fermentacao de suco de maca visando a obtencdo de uma bebida alcoodlica ja era
conhecida no Mediterraneo Oriental ha mais de 2000 anos. Este processo ¢ o resultado da
acdo de uma microbiota complexa sobre um substrato também complexo (LE QUERE e
DRILLEAU, 1993).

No Brasil, as frutas destinadas ao processamento da sidra sao provenientes do descarte
comercial, frutas que ndo apresentaram aspectos desejaveis para o consumo in natura no
momento da colheita ou apds um periodo de armazenamento em camaras frias. Existem
diferengas em inimeras etapas do processo que tornam a sidra brasileira uma bebida de baixa

qualidade, ao contrario da francesa que ¢ considerada um produto nobre (Figura 1).



22

| Processamento brasileiro | | Processamento francés |
Matéria-prima Matéria-prima
Descarte comercial Mag3s industriais
Recepcéo Recepgao
Selegéo Selecéo
Trituragéo Trituragéo
Prensagem Prensagem
A
Mosto Mosto
Sulfitagem, 30-50 mg.L ! Fermentagéo oxidativa
Despectinizagéo Clarificagdo (Flotag&o)
Clarificagéo Trasfega
Trasfegas Reducéo da biomassa
Inéculo (LSA) Fermentagéo, 60-120 dias

Fermentacdo, 10-20 dias

Fermentado de maca

Fermentado de maga

Maturagéo, 35 dias

Acucares residuais, 30-60 g.L
Homogeneizagéo

Clarificagéo

Gaseificagao natural ou artificial
Pasteurizagdo ou ndo

Maturagéo, 30 dias

Clarificagao

Trasfegas

Adigéo de sacarose, 75-100 g.L
Conservantes/Sulfitagem
Gaseificagéo artificial

-1

-1

Pasteurizagédo _
W Gaseificagao Sidra
Sidra

Figura 1. Diferengas destacadas em negrito entre o processamento do fermentado brasileiro e francés de maga.
Fonte: Nogueira ¢ Wosiacki (2010).

No Brasil este produto ¢ suave, pouco aromatico e com baixa acidez, por ser
produzido essencialmente de mag¢as de mesa consideradas nao adequadas para o consumo in
natura. Poucos trabalhos vém sendo realizados sobre o processamento e a qualidade da sidra
no Brasil (NOGUEIRA et al., 2007).

O processo de fabricagdo brasileiro inicia com a sele¢do para eliminacdo das macas
contaminadas ou deterioradas, sendo que em seguida as frutas sao lavadas com agua potavel
por aspersao ou imersdo e, posteriormente, trituradas em moinhos de martelos. Entdo ¢
realizada a operacdo de prensagem em prensas de pistdo ou de esteiras € na sequéncia o suco
recebe adicdo de enzimas pectinoliticas nas dosagens recomendadas pelos fabricantes, além
da primeira sulfitagem com 30-50 mg.L"' de anidrido sulfuroso. Apods despectinizacdo e
precipitacdo (24 horas) o mosto ¢ trasfegado e a borra encaminhada para nova prensagem
(filtro prensa). Na sequéncia o mosto recebe o indculo sob a forma de levedura seca ativa
(LSA) a uma concentracao de 20 g.hL'l. A fermentacao alcodlica ocorre em dornas metalicas
a temperatura ambiente durante os meses de fevereiro, marco e abril. Ao final do processo de

fermentagdo, com a transformacao total dos agucares em etanol ¢ CO,, o fermentado de macga
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¢ filtrado e transferido para outros tanques, onde permanece durante o periodo de maturagao.
Apos esse periodo ¢ adicionada a sacarose (75 - 100 g.L'") e, se necessario, ¢ corrigida a
acidez com a adicao de acido lactico, e adicionados os conservantes metabissulfito de potassio
(20 a 80 mg.L™" de SO, livre) e sorbato de potassio na concentragio permitida pela legislagio
(WOSIACKI et al., 1997).

O cendrio europeu de producdo ¢ diferente: a bebida ¢ produzida com macas
geneticamente selecionadas e exclusivas, com elevados teores de fendis e acidos, apresenta
uma fermentagao alcodlica lenta, obtida pela reducao de biomassa, que promove a formagao
de aromas “frutados e/ou florais” por leveduras nao-convencionais, muito desejados e
procurados pelos consumidores. Além disso, a fermentacdo ndo ¢ conduzida até a exaustao,
permanecendo agucares residuais da propria fruta na bebida.

De acordo com Nogueira et al. (2003), a disponibilidade de mac¢as com baixo valor
comercial aumenta a cada ano com o crescimento da produgdo nacional. Isso leva o setor
agroindustrial a se preocupar com a agregacdo de valor econdmico visando a obtengdo de
produtos nobres como sucos e bebidas fermentadas. Autores indicam a necessidade de
aprimoramento da qualidade da sidra para apresentar perfil definido e aceitacdo pelo
consumidor brasileiro, podendo estender seu consumo durante todo o ano e ndo mais apenas
nos finais de ano, e almejar a comercializa¢do internacional, ja que a quantidade de matéria-
prima disponibilizada ao setor industrial ¢ significativa.

As principais espécies de leveduras encontradas na fermentacdo da sidra francesa
foram Brettanomyces sp., Hanseniaspora valbyensis, Metschnikowia pulcherrima,
Saccharomyces cerevisiae var. uvarum entre as 500 cepas de leveduras isoladas do mosto e de
equipamentos na producdo artesanal e industrial de sidra na regido da Bretanha e Normandia
(LE QUERE e DRILLEAU, 1993; MICHEL, 1988). Beech (1993) confirmou esses
resultados analisando a microbiota natural dos mostos de mag¢as na Inglaterra e observou a
presenga de Saccharomyces cerevisiae e espécies como Pichia, Torulopsis, Hansenula e

Kloeckera apiculata, que ¢ uma variagdo da Hanseniaspora valbyensis.

3.2.1.1 Fase oxidativa

A fase oxidativa, realizada por leveduras de baixa acdo fermentativa, denominadas de
ndo-convencionais, ndo-Saccharomyces ou oxidativas, pode durar de 5 a 15 dias apos a
preparacio do mosto e corresponde de forma geral ao consumo de cerca de 10 g.L”' de
actcares e 30 a 40 mg.L™" de nitrogénio. As leveduras encontradas nesta fase dominam o meio

de fermentacdo por alguns dias antes de serem suplantadas pelas leveduras fermentativas,
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Saccharomyces cerevisiae var. uvarum e, as vezes, S. cerevisiae (LE QUERE e DRILLEAU,
1998; MICHEL, 1988; NOGUEIRA, 2003).

Esta atividade inicial das leveduras oxidativas ¢ considerada importante para o perfil
aromatico dos vinhos, devido ao fato destas serem responsaveis por diferentes reacdes
enzimaticas desenvolvendo ampla quantidade de produtos finais volateis e ndo volateis. Ao
contrario de S. cerevisiae, leveduras ndo-Saccharomyces produzem e secretam muitas
enzimas (esterases, B-glucosidases, lipases, proteases, entre outras) que interagem com o0s
precursores de aromas presentes na uva para produzir compostos ativos de aroma nos vinhos
(CHAROENCHALI et al., 1997; JOLLY et al., 2006; HERNANDEZ-ORTE et al., 2008;
ROMANO et al., 2003; CIANI et al., 2006; DOMIZIO et al., 2007).

O tempo de acdo das cepas oxidativas varia em funcdo da espécie do microrganismo,
da populacdo inicial e da disponibilidade de oxigénio durante a fase de crescimento. A
fermentagdo da sidra realizada somente com leveduras fermentativas proporciona resultados
sensoriais como aroma neutro e/ou pouco tipico, porém com a presenca da cepa
Hanseniaspora aparecem notas como “sidra frutada”, ou seja, com aroma de frutas, e ésteres
como acetato de etila e fenil-etila. Entretanto, algumas vezes, a fermentagdo alcoolica ¢
realizada unicamente sob a influéncia de leveduras oxidativas (apiculadas) o que resulta em
uma importante producio de acetato de etila, podendo ser prejudicial ao aroma do produto se
a sua concentragdo estiver entre 150 — 200 mg.L™' . Os microrganismos oxidativos ¢ leveduras
fracamente fermentativas podem ser completamente inibidos pela adigdo de anidrido
sulfuroso, pratica corrente em varios paises (DRILLEAU, 1990; CIANI et al., 2006).

As leveduras oxidativas ndo sdo tolerantes ao etanol, ao contrario da S. cerevisiae, €
algumas do género Torulaspora e Kloeckera sao menos tolerantes a condi¢cdes de baixa
viabilidade de oxigénio (HANSEN et al., 2001; TAHIA et al., 1983).

Pesquisas com microbiologia de vinhos tém indicado que as leveduras oxidativas mais
comumente encontradas em mostos em fermentacdo sdo as dos géneros: Hanseniaspora,
Metschnikowia, Cdndida, Phichia, Schizosaccharomyce, Torulaspora, Debaromyces,
Bretanomyces (Dekkera), Kluyveromyces, Cryptococcus e Rhodotorula. Estas sdo capazes de
produzir compostos aromaticos e afetar positivamente a qualidade do produto final (ROJAS et
al., 2003; ROMANO et al., 2003; ZOHRE e ERTEN, 2002; XUFRE et al., 2006).

No estudo de Romancino (2008) analisando diferentes safras de uva da regido da
Sicilia (Italia) foram encontradas 2575 colonias de leveduras. Apenas 11 espécies foram
identificadas correspondendo a C. stellata, H. guilliermondii, H. osmophila, H. uvarum, I.

terricola, K. thermotolerans, M. pulcherrima, S. cerevisiae, T. delbueckii, Zygoascus
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hellenicus e Z. bailii. As populacdes aumentadas de S. cerevisiae foram atribuidas a presenca
de danos nas bagas das uvas. Neste estudo, a levedura H. guilliermondii estava presente em
maiores quantidades do que H. uvarum. A espécie H. guilliermondii ¢ a predominante do
género Hanseniaspora em areas de clima quente (CASTELLI, 1954; ZAMBONELLI, 1998).

No estudo realizado por Chavan et al. (2008) analisando mostos de diferentes
cultivares de uva para produ¢do de vinho, encontraram predominantemente a levedura
Hanseniaspora guilliermondii, enquanto que a S. cerevisiae foi observada em menores
quantidades. A cepa de H. guilliermondii ¢ capaz de consumir maiores quantidades de agucar
(127 g L") do que cepas de H. uvarum (105 g.L'). Durante a fermentagio H. uvarum
consome de maneira similar os agucares glucose e frutose, entretanto H. guilliermondii
apresenta um comportamento diferente (frutofilico), consumindo frutose mais rapidamente
que glucose. O contetdo méaximo de etanol encontrado neste trabalho foi de 5,4% para H.
uvarum e 7,2% para H. guilliermondii (MOREIRA et al., 2008).

Com relagdo aos metabolitos de fermentacdo, normalmente ¢ descrito que os ésteres
sao os melhores contribuintes para caracteristicas de odor frutado no bouguet do vinho.
Esteres de acetato como acetato de etila, acetato de hexila, acetato de isoamila e acetato de 2-
fenil-etila sdo conhecidos como importantes compostos do flavour dos vinhos e outras
bebidas alcodlicas, e podem ser formados em concentracdes relativamente altas por leveduras
oxidativas, como as do género Hanseniaspora. Estas leveduras sdo as melhores produtoras de
¢ésteres de acetato, principalmente acetato de 2-fenil-etila, quando comparada com os géneros
Candida, Pichia, Saccharomyces, Torulaspora e Zygosaccharomyces (RAPP ¢ MANDERY,
1986; ROJAS et al., 2003; CIANI et al., 2006; VIANA et al., 2008).

Culturas puras de H. uvarum e H. guilliermondii levam a um contetdo total de alcoois
superiores de 143 mg.L™" ¢ 257 mg.L", respectivamente. Estes valores sdo significativamente
menores do que os obtidos em vinhos produzidos a partir de culturas puras de S. cerevisiae
(574 mg.L™"). Leveduras apiculadas produzem concentragdes menores de 3-metil-1-propanol,
2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol. Estas concentragdes menores podem ser positivas ao
produto final, pois alguns estudos concluiram que em concentragdes menores de 300 mg.L™!
os alcoois superiores contribuem positivamente para o aroma do produto, € o inverso ocorre
em concentragdes acima de 400 mg.L'1 (MOREIRA et al., 2008; RAPP e MANDERY, 1986).

H. uvarum possui caracteristicas enzimaticas interessantes a producdo de vinhos,
devido aos seus efeitos tecnologicos e contribuicdo ao aroma. Pectinases, proteases e
glucosidases sao algumas das enzimas secretadas por H. uvarum que melhoram a clarificagao,

estabilizacao e o aroma dos vinhos (CIANI et al., 2006).
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Moreira et al. (2005) analisaram a producdo de alcoois, ésteres e compostos sulfuricos
pesados em culturas puras e mistas com leveduras apiculadas em vinhos. H. guilliermondii
produziu altos niveis de acetato de 2-fenil-etila, 2-fenil-etanol e acido acético. Concentragdes
de compostos sulfuricos pesados foram mais altas em culturas puras de H. uvarum do que em
culturas puras de Saccharomyces.

Muitos fatores afetam a populacdo das leveduras oxidativas presentes na flora natural
das frutas, como: chuva, temperatura, tipo de solo, maturidade dos frutos, danos causados
pelos passaros, inseticidas e fungicidas, e localiza¢ao geografica (COMBINA et al., 2005). A
temperatura de fermentacdo ¢ um fator importante da vinificagdo que afeta a taxa de
crescimento das leveduras e da fermentacdo alcoolica. O niimero de diferentes espécies, assim
como, a resisténcia delas durante a fermentagdo alcodlica, ¢ condicionada tanto pela
temperatura do mosto quanto pela temperatura de fermentagdo (ambiente). Estas alteracdes
determinam a qualidade quimica e organoléptica do vinho (FLEET e HEARD, 1993).

No trabalho realizado por Mendoza et al. (2008), descobriu-se que determinadas cepas
de leveduras oxidativas tém seu crescimento maximo a uma temperatura de fermentagao de
15°C. Nestes ensaios a populacdo maxima destas leveduras foi alcangada com 24 horas. Nesta
mesma temperatura as leveduras demonstraram uma menor taxa de consumo de aglcares e,
consequentemente uma menor producao de etanol.

Ciani et al. (2006), analisando fermentagdo oxidativa, verificaram que as leveduras
nao-Saccharomyces apresentam uma cinética de fermentacdo reduzida quando comparadas
com cepas fermentativas, ou seja, ocasionam uma fermentacdo mais lenta e menor teor de

etanol.

3.2.1.2 Fase fermentativa
No inicio da fase fermentativa, as leveduras oxidativas sao suplantadas pelas cepas
fermentativas. Este fendmeno pode estar associado ao mecanismo de contato célula-célula
resultando em maiores concentragdes de S. cerevisiae. A fermentacdo alcodlica acontece,
quase sempre, sob agdo da microbiota selvagem presente na fruta e material de
processamento, entretanto € possivel seu desenvolvimento pela adi¢ao de levedura seca-ativa
disponivel ao setor agroindustrial (NOGUEIRA, 2003; NISSEN e ARNEBORG, 2003;
NISSEN et al., 2003).
As leveduras do género Saccharomyces apresentam crescimento durante a fase
oxidativa com populacdo inicial de aproximadamente 6,0 x 10* ufc.mL”, estabilizando sua

populacio apds um consumo de 10 a 15 g L' de agucares e apresentando populagdo maxima
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de cerca de 1,0 a 4,0 x 10’ ufc.mL'l, onde a velocidade de fermentacdo atinge seu valor

maximo (LE QUERE e DRILLEAU, 1998).

3.2.2 Fermentagdo mista e sequencial

Apesar de a fermentagdo com culturas puras de S. cerevisiae prover vantagens de
facilidade de controle e fermentacdes homogéneas, a producdo de vinhos com estas
monoculturas puras resultam em falta de complexidade nos aromas e de novidade no produto
final, o que ¢ causado pela flora silvestre. A inclusdo de leveduras oxidativas como parte de
culturas mistas juntamente com S. cerevisiae para melhorar a qualidade dos vinhos tem sido
sugerida como uma maneira de se aproveitar uma fermentagdo espontanea (LAMBRECHTS e
PRETORIUS, 2000; ROMANO et al., 2003; JOLLY et al., 2003; ROJAS et al., 2003; CIANI
et al., 20006).

A fermentacdo mista de leveduras Saccharomyces e ndo-Saccharomyces (oxidativas)
tem recebido muita atencdo devido a sua habilidade de prover caracteristicas individuais de
flavour ao produto final, assim como representa um meio viavel para melhoramento das
caracteristicas gerais de bebidas (XU et al., 2006; CIANI e COMOTINI, 2010).

As leveduras oxidativas tém sido associadas a alta produc¢do de acidos volateis, acetato
de etila, off-flavours e deterioracdo, mas o papel positivo que elas desempenham nas
caracteristicas organolépticas de vinhos tem sido destacado em numerosos estudos. Interagdes
metabolicas entre leveduras nao-Saccharomyces e S. cerevisiae durante a fermentacao, podem
interferir positivamente ou negativamente no crescimento € comportamento das espécies de
leveduras. Um exemplo de interagdo positiva que ocorre ¢ a relacdo entre o comportamento
frutofilico das cepas ndo-Saccharomyces com o comportamento glucofilico das cepas S.
cerevisiae. Em contrapartida, uma interacao negativa pode ser causada pela producdo de
compostos que inibem a S. cerevisiae, como acidos graxos de cadeia média (SPONHOLZ,
1993; FLEET, 2003; CIANI e PICCIOTTI, 1995; CIANI e FATICHENTI, 1999; BISSON,
1999).

O efeito da interag¢dao de levedura oxidativa e fermentativa na fermentagao da sidra se
mostrou eficiente na producao de aromas se for ajustado o tempo de inéculo das duas
leveduras. A interagdo levedura-levedura influencia o crescimento das cepas, impactando na
eficiéncia do processo e qualidade do produto final. A fermentagdo mista com tempos de
inoculagdo corretamente ajustados resulta em uma melhor eficiéncia de conversao alcoolica
(3,47%), com teores de agucares residuais (3,88%) agradaveis para o produto final e tempo de

fermentagdo viavel para o processo (31 dias). As diferengas na fermentagdo de culturas puras
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residem ndo apenas na conversdo etandlica e reducdo de acucares, mas também em uma
melhor concentracdo de compostos volateis majoritarios produzidos por cada cepa
individualmente na fermentagao mista (XU et al., 2006).

No processo brasileiro a fermentacdo ¢ rapida e total, ou seja, com consumo total de
acucares. Dessa forma, existe uma grande intensidade de aroma indesejavel ao final da
fermentacdo, uma vez que os microrganismos oxidativos haviam sido eliminados pela a¢do do
SO; ou suplantados pelo inoculo de leveduras comerciais. O teor de compostos fenolicos
diminui devido as associagdes com a parede celular da levedura e em fungao das reagdes de
oxidacdo, o que resulta em um produto com pouca cor e adstringéncia (RENARD et al., 2001;
NOGUEIRA et al., 2004).

Vinhos feitos com culturas puras ou mistas de S. cerevisiae apresentam concentracdes
de 2-fenil-etanol entre 43,1 e 58,1 mg.L'l, concentracdes menores foram observadas em
vinhos produzidos com culturas puras de leveduras apiculadas. O feniletanol, assim como seu
acetato, possui um papel positivo no aroma do vinho trazendo notas frutais e florais
(MOREIRA et al., 2008).

O género Hanseniaspora tem sido descrito como a levedura oxidativa mais presente
em mostos de uva no inicio da fermentagdo, e por muito tempo tem sido reconhecido por ter
uma influéncia negativa na qualidade do vinho, podendo causar deterioragdo ao produzir altas
quantidades de 4cido acético, acetoina e acetato de etila. Mas quando sdo usadas culturas
mistas de Hanseniaspora com S. cerevisiae esta producdo ¢ consideravelmente reduzida, e
substancias aromaticas, como baixos niveis de acetato de etila e acetato de 2-fenil-etila,
contribuem positivamente para a qualidade geral do flavour dos vinhos (PRETORIUS, 2000;
ROJAS et al., 2003; ROMANO et al., 2003; CIANI et al., 2006).

Como um resultado de fermentacdes mistas, Xu et al. (2006) encontraram que as cepas
de Hanseniaspora valbyensis produzem altos teores de etil-ésteres e as cepas de
Saccharomyces cerevisiae produzem altas quantidades de alcoois, e o resultado final destes
teores ¢ uma contribui¢do positiva no produto final. Os principais ésteres formados sao
acetato de etila e acetato de fenil-etila (considerados os maiores impactantes no aroma); € os
alcoois sdo alcool isoamilico e dlcool isobutilico. Dentro do género Hanseniaspora, a espécie
H. uvarum produz acetato de etila nos niveis positivos ao aroma, mas diferentemente de
outras leveduras, produz acetoina em ensaios de multi-culturas. Esta espécie ndo causa
aumento na acidez volatil em culturas mistas, e tanto em fermentacdes sequenciais quanto
mistas ndo mantém aglcares residuais e utiliza menores teores de nitrogénio, indicando com

isso auséncia de competicdo (BILBAO, 1997; ROJAS, 2003; CIANI et al., 2006).
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Segundo Ciani et al. (2006), fermentacdes sequenciais de Hanseniaspora uvarum,
Torulaspora delbrueckii e Kluyveromyces termotolerans com Saccharomyces cerevisiae
realizadas em mostos de uvas com altos teores de agucar podem apresentar um
comportamento de fermentacao e um perfil analitico de vinho comparavel ou melhor do que o
exibido pela cultura pura de S. cerevisiae. Todas as cepas ndo-Saccharomyces revelaram uma
cinética de fermentacdo reduzida quando comparadas a cultura pura de S. cerevisiae.
Fermentacdes sequenciais mantém uma maior quantidade de células (persistem mais no meio)
do que as fermentacdes mistas (células inoculadas juntas).

As diferentes temperaturas de crescimento necessarias para leveduras fermentativas e
ndo-fermentativas afetam suas contribuigdes de acidos, aglicares e etil-acetatos na sidra. A
habilidade de formar ésteres de acetato ¢ de fato considerada como um critério para uma
sele¢do adequada das cepas, pois estes compostos sao majoritarios na contribuicdo aromatica
do produto final (BILBAO, 1997).

No trabalho realizado por Vidrih e Hribar (1999) sobre a formagdo de compostos
volateis em fermentado de maga foi detectado que a maioria dos alcoois superiores analisados
tem origem na propria fruta, com exce¢do apenas dos alcoois isoamilico e 2-fenil-etanol, os
quais foram metabolizados predominantemente durante a fermentacdo como um resultado da
atividade das leveduras. O 2-fenil-etanol foi sintetizado principalmente durante a fase inicial
de fermentacdo, sendo que a maceragdo provocou um aumento deste composto. Este fato
também ocorreu com o isobutanol, e a influéncia da maceragdo ¢ explicada pela difusao do O,
no mosto.

Na Tabela 2 podem ser observados os compostos volateis mais encontrados em

fermentado de maga e sidra contribuintes para o aroma do produto.

Tabela 2. Compostos volateis majoritarios do fermentado de maca e sidra.

Composto aromdtico Descrigdo
Alcoois isoamilicos Frutado
Etanal Pungente, alcodlico
2-fenil-etanol Rosas, mel
Hexanol -
Alcool isobutilico Fermentado
Acetato de etila Abacaxi
Acetato de 2-fenil-etila Rosas, floral
Acetato de hexila Frutado, floral
Acetato de isoamila Frutado
Butirato de etila Abacaxi
Lactato de etila -
Octanoato de etila Frutado, doce
Succinato de dietila -
Decanoato de etila Frutado, uva
Dodecanoato de etila Gordura, 6leo, floral
Acido butirico Ranco, queijo
Acido octanéico Doce, queijo

Fonte: Xu et al. (2007); Madrera et al. (2008); Xu et al. (2006);
Janzantti et al. (2003).
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O acetaldeido ¢ um dos compostos volateis mais importantes da produgdo de vinhos,
normalmente conhecido como um subproduto da fermentacdo alcoolica e seu conteudo pode
ser influencido pela cepa utilizada. Em concentragcdes menores o acetaldeido contribui com
notas frutais, entretanto em altas concentracdes (>200 mg.L") este composto influencia

negativamente o aroma do vinho (GIL et al., 2006).

3.2.3 A formacgao de aromas secundarios: metabolismo das leveduras
As leveduras sdo microrganismos quimiorganotréficos, derivam sua energia quimica
na forma de ATP, da degradacdo de compostos organicos. A maioria das leveduras utiliza o

acucar (glucose) como fonte de carbono e energia preferido (Figura 2) (WALKER, 1998).

GLUCOSE

}

ELETRONS

= ATP

TRANSPORTADORES
DE ELETRONS

ATP

! }

FINAL RECEPTORES

OXIGENIO COMPOSTOS
(respiragéo) ORGANICOS
(fermentacéo)

Figura 2. Esquema simplificado da gerac@o de energia nas leveduras a partir de glucose.
Adaptado de Walker (1998).

A sequéncia de reacdes catalizadas por enzimas, que oxidativamente convertem

glucose a acido piruvico no citoplasma das células ¢ conhecido como glicélise (Figura 3).

GLUCOSE

l_. 2ATP

2 PIRUVATO

— 2co,

2 ACETALDEIDO

2 NADH + % 2 NAD+
2H*

2 ETANOL

Figura 3. Sequéncia de reagdes que convertem glucose a etanol.
Adaptado de Walker (1998).
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Durante a fermentacdo alcodlica as leveduras sintetizam um grande ntmero de
compostos aromaticos. A maior parte destes compostos sintetizados consistem de alcoois
superiores, acidos graxos e ésteres. Estes produtos dependem da cepa de levedura usada e das
condi¢gdes da cultura, e sao muito importantes no desenvolvimento do flavour de bebidas
como cerveja, vinho e whisky. Exemplo: alcoois (alcool isoamilico), ésteres (acetato de etila),
acidos organicos (citrato, succinato, acetato) e aldeidos (acetaldeido).

Muitos fatores contribuem para a sintese de compostos aromaticos pelas leveduras,
que normalmente incluem alteracdes nas condi¢des de fermentagdo como temperatura, pH,
aeracdo, agitacdo e a natureza e concentracdo de substratos utilizados. Odores e aromas
derivados de leveduras sdo produtos primérios na aplicagdo de leveduras para bebidas
alcoodlicas e nado-alcoolicas. Pesquisas recentes indicam que a complexidade dos aromas em
bebidas alcodlicas envolve mais de 400 diferentes compostos quimicos que incluem ésteres,
acidos, compostos carbonilicos, fendis, hidrocarbonetos, compostos nitrogenados, compostos
sulfaricos, lactonas, agucares e outros (BERRY, 1989; DICKINSON, 2001; GARAFOLO
1992; SUOMALAINEN e LEHTONEN 1978, 1979).

Metabolismo do nitrogénio

Leveduras sdo capazes de usar fontes de nitrogénio inorginico e orginico para
incorporagao estrutural e funcional da célula. No meio de fermentacao industrial o nitrogénio
disponivel esta na forma de complexas misturas de aminoacidos e sais de amonio. E muitas
vezes o meio ¢ suplementado com formas inorganicas de nitrogénio, como sulfato de amonio
(WALKER, 1998).

Os ions de amdnio, suplementados no meio ou derivados do catabolismo de outros
compostos nitrogenados, sao transportados e rapidamente assimilados pela levedura. Estes
ions podem também ser diretamente assimilados por alguns aminoacidos, mais comumente
pelo glutamato ou pela glutamina. Estes compostos sdo precursores na sintese de outros
aminoacidos. Esta assimilagdo dos ions amoénio pelo a-cetoglutarato ocorre pela acdo de

glutamato desidrogenase NADP-dependente:
o-cetoglutarato + NH,;" — L-glutamato + H,O
O catabolismo de aminoacidos, pertinente em fermentagdes industriais, ocorre pela via

Ehrlich. Isto ¢, um processo de desaminacao e descarboxilacdo que resultam na formacao de

alcoois superiores como isobutanol e isopentanol a partir dos aminoécidos leucina, isoleucina,
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valina e treonina. Estes alcoois, que sdo constituintes do flavour em bebidas fermentadas, sao
formados pela via Ehrlich quando tem altos teores de aminoéacidos disponiveis no meio, ou
pela via de biossintese quando sdo deficientes (OSHITA et al., 1995; LARGE, 1986).

Villatoro et al. (2008) relataram que os acidos graxos sao os maiores precursores dos
volateis aromaticos na maioria das frutas, os caminhos envolvidos incluem B-oxidacdo e
sistemas via enzima lipoxigenase, levando a formagao de aldeidos, acidos, alcoois e ésteres.

Riberau — Gayon et al. (1975) reportaram que 10 % do total de dlcoois superiores ¢
sintetizado a partir de aminoacidos correspondentes, 65 % de outros aminodcidos e 25 % de
acucares. Saccharomyces cerevisiae produz somente alcool isoamilico a partir do aminoacido
isoleucina, as vezes produz alcool isoamilico e n-propanol a partir do aminoacido treonina
(REAZIN et al., 1973).

Sao fatores que afetam o teor de alcoois superiores em bebidas fermentadas: tipo de
clarificagdo usada no processamento do suco (espontdnea ou enzimatica), teor de nitrogénio
total do mosto em fermentacdo, cepas de leveduras empregadas durante fermentacio,
temperatura de fermentagao e pressao parcial do CO, (OUGH e BELL, 1980; GIUDICI e
KUNKEE, 1994; KUNKEE e VILAS, 1994; LEGUERINEL et al., 1989; RENGER et al.,
1992).

3.2.4 Efeito da adicdo de dioxido de enxofre (SO,) sobre os compostos volateis do
fermentado de maga

O dioxido de enxofre ¢ usado na producdo de fermentado de magd como um
antioxidante. Previne escurecimento e algumas deterioracdes, e também age como um
inibidor de muitos microrganismos (BEECH et al., 1993).

Em pesquisas anteriores constatou-se que apenas uma quantidade minima de SO,
deveria ser usada, sendo que esta quantidade necessaria depende do pH do suco e da
concentragdo de compostos com pontes dissulfeto presentes. O SO, € téxico para a maioria
das leveduras oxidativas, enquanto que as cepas fermentativas sdo resistentes. A concentragao
total deste composto no suco de uva durante a fermentagdo consiste em formas ligadas e
formas livres. A forma livre consiste na maioria em anion bissulfito e em pequena proporc¢ao
na forma molecular. A forma molecular ndo dissociada ¢ importante como agente

antimicrobiano (BENDA, 1982; ROMANO e SUZZI, 1993; WEDZICHA, 1984).
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A quantidade permitida legalmente pela Food and Drug Administration (FDA) ¢ de
200 mg.L'1 de SO, total (BEECH et al., 1977). Segundo este autor, as concentracdes a serem
adicionadas podem ser:

-pH3,0a33=75mgL";

-pH3,323,5=100 mg.L";

-pH3,523,8=150mg.L™".

Com o objetivo de eliminar ou reduzir o uso do SO, existem alguns métodos
alternativos para melhorar a estabilidade microbiologica: atmosfera controlada com N; e uso
de 4cido ascorbico. A acdo deste composto ainda ndo ¢ completamente compreendida, mas
sabe-se que reage diretamente com a tiamina, reduzindo os niveis desta vitamina aos
microrganismos. Sabe-se também que age como um inibidor das bactérias lacticas, afetando a
fermentagao malolatica (HERRERO et al., 2003; BISSON, 1999).

Os compostos de enxofre nos vinhos tém um papel importante no sabor. Eles
contribuem principalmente com aromas indesejaveis mesmo em baixas concentragdes,
estando relacionados com os principais defeitos organolépticos dos vinhos. O aroma destes
compostos pode ser descrito como de batata, couve-flor, repolho, alho, etc, que levam a um
efeito negativo no aroma do vinho (BELOQUI e BERTRAND, 1995; DARRIET et al., 1999;
MESTRES et al.,, 2000). Segundo Herrero et al. (2003), o SO; ndo exerce influéncia
significativa nos compostos volateis de fermentados. O acetato de etila e 2-metil-1-propanol
nao recebem influéncia nenhuma com a adicao, ja os compostos 1-propanol e alcoois 2- e 3-

metil-butilicos sdo levemente afetados.

3.2.5 Impacto de processos térmicos € ndo térmicos

O processamento térmico ¢ a técnica mais comumente utilizada para reduzir
deterioragdo e microrganismos patogénicos, assim como inativar enzimas em Sucos.
Infelizmente, a pasteurizagdo pode causar mudancas indesejaveis na qualidade dos sucos,
como perda de cor e aromas, e redu¢do da qualidade nutricional (CHOI E NIELSEN, 2005;
ROUSEFF et al., 2001; VIKRAM et al., 2005).

Processos nao térmicos alternativos como campo elétrico pulsado e ultravioleta t€m
sido pesquisados quanto a sua eficdcia em aumentar a vida de prateleira dos alimentos e
realgar a seguranca destes, minimizando perdas de qualidade e nutricionais (CSERHALMI et

al., 2006; DONAHUE et al., 2004).
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AVALIACAO DO EFEITO DE LEVEDURAS NAO — Saccharomyces NOS
COMPOSTOS VOLATEIS DO HEADSPACE DE FERMENTADO DE MACA

EVALUATION OF THE EFFECT OF NON-Saccharomyces YEAST IN
VOLATILE HEADSPACE OF APPLE WINE PROCESSING

RESUMO
A sidra brasileira consiste em um fermentado de maga frisante de baixo teor alcodlico, com
cor pouco intensa e aromas, necessitando de corre¢do do teor de agucar final. O método
francés de fabricagcdo desta bebida valoriza a fermentacao oxidativa natural, realizada pelas
leveduras nao-Saccharomyces, que contribuem com o0s compostos aromaticos, valorizando
assim o produto final. Neste trabalho foram avaliadas duas cepas de leveduras oxidativas
Hanseniaspora uvarum e Hanseniaspora guilliermondii com relagdo a cinética, os atributos
fisico-quimicos e evolu¢ao aromatica durante a fermentacao de mosto de maga. Foi utilizado
mosto de maca da cv. Gala e as cepas foram repicadas antes do indculo. Foi monitorado o
crescimento das cepas, parametros fisico-quimicos e cinéticos ao longo de 10 dias de
fermentacdo. Ambas as cepas apresentaram atividade fermentativa em mosto de maga, porém
os agucares ndo foram totalmente consumidos. A técnica de headspace identificou poucos
compostos, no entanto de excelente qualidade aromatica. Desta forma, ambas as cepas
apresentam atividade fermentativa em mosto de magas e podem ser usadas na elaboracao de

fermentados de magas.

Palavras-chaves: Hanseniaspora wuvarum, Hanseniaspora guilliermondii, fermentagdo,

compostos volateis.

ABSTRACT
The Brazilian cider consists in an sparkling apple wine with low-alcohol content and a little
color and scent, that requires correction in the final sugar content. The French method of this
beverage fabrication values the natural oxidative fermentation, made by the yeast non-
Saccharomyces, which contributes to the fruity and floral aromatics compounds adding value
to the final product. In this work it was measured two types of oxidative yeast strains
Hanseniaspora uvarum and Hanseniaspora guilliermondii in what concerns to kinetic,

physical-chemical attributes and aromatic evolution during the apple must fermentation. It
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was used apple juice from Gala and monitored the growth of the strains, the physico-chemical
and kinetic aspects over 10 days of fermentation. Both strains showed fermentative activity,
however the sugars were not completely consumed. The technique of headspace identify a
few compounds, however excellent aromatic quality. Thus, both strains showed activity in

fermenting apple must and can be used in the preparation of fermented apples.

Keywords: Hanseniaspora uvarum, Hanseniaspora guilliermondii, fermentation, volatile

compounds.

1. INTRODUCAO

Sidra, uma bebida frisante obtida da fermentagdo alcodlica do mosto de magas, com
baixo teor alcodlico, consiste em um dos principais produtos da industria de processamento da
maca em paises da Europa como a Franga, pais que recebe o titulo de melhor produtor
mundial. A diferenca mais expressiva do produto francés esta no fato de que os produtores
deste pais valorizam a fermentacdo oxidativa devido a grande contribuicdo desta etapa em
termos de compostos aromaticos (NOGUEIRA et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2003).

A fase oxidativa, realizada por leveduras de baixa acdo fermentativa, denominadas de
ndo-convencionais, ndo-Saccharomyces ou oxidativas, pode durar de 5 a 15 dias apos a
preparacao do mosto, quando dominam o meio de fermentacdo por alguns dias antes de serem
suplantadas pelas leveduras fermentativas, Saccharomyces cerevisiae (NOGUEIRA, 2003).

Ciani et al. (2006), analisando fermentagdo oxidativa verificaram que as leveduras
ndo-Saccharomyces apresentam uma cinética de fermentacdo reduzida quando comparadas
com cepas fermentativas, ou seja, ocasionam uma fermentacdo mais lenta. Este fato resulta
em um produto de melhor qualidade, devido a presenca de acucares residuais na bebida,
manutengdo ¢ producao de compostos aromaticos € menor conteudo alcodlico (NOGUEIRA
et al., 2007).

Diversos trabalhos tém sido realizados em vinho, utilizando cepas nao-
Saccharomyces, do género Hanseniaspora, obtendo resultados que evidenciam uma melhora
na qualidade aromatica do produto (VIANA et al., 2009; MOREIRA et al., 2005; MOREIRA
et al., 2008; XU et al., 2006; XUFRE et al., 2006). No entanto, faltam dados a esse respeito
com relacdo a utilizagdo destas cepas na fermentagdo do mosto de maca, nas condi¢des de
processamento brasileiro, para tornar a Sidra mais aromatica.

A levedura Hanseniaspora ¢ considerada excelente produtora de ésteres, a maioria

deles contribuintes para aromas frutais e florais nos vinhos. Entretanto o éster majoritario ¢ o
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acetato de etila, que em altas concentragdes pode ser prejudicial ao aroma, dando notas de
cola ou solvente. Outro resultado do excessivo crescimento de Hanseniaspora durante a
fermentacdo dos vinhos ¢ o aumento na acidez volatil como resultado da sintese de acido
acético e acetato de etila (CSOMA e SIPICZKI, 2008).

A cepa de Hanseniaspora guilliermondii ¢ capaz de consumir maiores quantidades de
agucar (127 g.L™") do que cepas de H. uvarum (105 g.L'"). Durante a fermentacio, H. uvarum
consume de maneira similar os agucares glucose e frutose, entretanto H. guilliermondii
apresenta um comportamento diferente (frutofilico), consumindo frutose mais rapidamente
que glucose. O contetdo méaximo de etanol encontrado neste trabalho foi de 5,4% para H.
uvarum e 7,2% para H. guilliermondii (MOREIRA et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagdo de leveduras ndo-convencionais na
elaboragdo de fermentado de maca nas condigdes de processamento brasileiras, com relagdo

aos aspectos de cinética, parametros fisico-quimicos e compostos volateis.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS BIOLOGICOS

Foram utilizadas amostras de macas da cultivar Gala (90 Kg) obtidas no comércio
local da cidade de Ponta Grossa, Parana.

Os microrganismos utilizados foram: Hanseniaspora uvarum e Hanseniaspora
guilliermondii, doadas pela Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — Campus Londrina
que depois de identificadas foram conservadas em tubos inclinados contendo yeast malt agar
(YMA) a temperatura de 7-10°C. Os meios de cultura, reativos e padrdes utilizados nas

analises foram de pureza comprovada.

2.2 METODOS

2.2.1 Processos
Processamento do mosto de macd. As macas foram selecionadas, lavadas e sanitizadas
mantendo-as submersas por 40 minutos em solugdo de bicarbonato de sodio a 6000 mg.L™" e
depois por 5 minutos a 5°C em solugdo de hipoclorito a 150 mg.L™". Depois de enxaguadas
em agua corrente foram trituradas em multiprocessador de alimentos (Processador Metvisa,
Tipo MPA) e a massa ralada foi acondicionada em pacotes de tela plastica porosa que apds
superpostas, foram submetidos a uma pressio de 3,0 kgf.cm™ (Prensa hidraulica Eureka,

Hoppe Ind. Ltda, Brasil) durante 5 minutos. O mosto obtido foi despectinizado com pectinase
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(Pectinex Ultra SP, Novozymes do Brasil), a uma concentragao de 3,0 mL.hL™" (120 minutos
a 20-25°C) e, apos sedimentagdo, trasfegado, filtrado em papel filtro qualitativo, envasado em
garrafas de vidro ambar de 600 mL, lacradas com tampa metalica e pasteurizado (98°C / 30
min) (WOSIACKI et al., 1989).

Processamento do Fermentado de Maca. O mosto clarificado foi acondicionado em
fermentadores de vidro de 1450 mL com volume util de 1200 mL, esterilizados em autoclave
(121°C / 15 min) (Figura 1). No mosto foi adicionado 0,01% do antibiodtico cloranfenicol
(99%, Fornecedor Henrifarma) para controle do crescimento bacteriano. As leveduras foram
inoculadas com uma populagdo inicial de aproximadamente 4,0x10° ufc.mL™".
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Figura 1. Esquema dos fermentadores em anaerobiose.

(1): Cilindro de gas carbonico para pressurizar sistema. (2): Manometro. (3): Tubulagdo de passagem de gas
carbonico pelo sistema. (4): Valvula de seguranca contra vazamento de gas. (5): Filtro de 0,20 um. (6): Tampa
rosca para entrada de saida de gas no fermentador. (7): Tampa de borracha para inoculacio das leveduras no
mosto. (8): Valvula de rosca para retirada de amostra. (9): Fermentador de 1450 mL. (10): Recipiente de
seguranga contra retorno de dgua no sistema de fermentacao. (11): Agitador magnético (Quinis). (12): Batoque
para manuten¢ao da anaerobiose no sistema de fermentagao.

Para atingir a populacdo das leveduras do género Hanseniaspora foi utilizada uma
coldnia isolada em YMA (Merck) e inoculada em 5 mL de Caldo GPBY - glucose peptone
broth yeast (Merck) e depois de 24h de incubagdo a 25 °C, esta cultura foi inoculada em 100
mL do mesmo caldo, passando pelo mesmo bindmio tempo/temperatura atingindo a
populacdo de aproximadamente 10'* ufc.mL™'. A partir desta populagio foi coletado um
volume suficiente para obter a populagdo desejada nos fermentadores. Ao final, 0 mosto em
fermentagdo foi centrifugado a 10200 g e 5°C (Centrifuga Himac CR21GII) durante 20
minutos sendo em seguida trasfegado, engarrafado e armazenado em baixa temperatura (-18

°Q).
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Pontos de amostragem. Nos tempos de fermentacdo com 0, 1, 2, 3, 5, 7 e 10 dias
foram retirados 10 mL de amostras do fermentado para contagem de células; e nos dias 3, 5, 7
e 10 foram retirados 40 mL para analises fisico-quimicas.

Antes da coleta das amostras o fermentado de cada fermentador (Figura 1) era
colocado sob agitacdao na velocidade 3 do agitador (11) durante 20 minutos. A seguir, a saida
do fermentador destinada a coleta era desinfetada com alcool 70%, seguida de lavagem com
40 mL de agua destilada para retirada do alcool residual, sempre com a valvula rosca (8)
fechada.

Para a retirada das amostras, o mandémetro (2) do cilindro de gas carbonico (1) era
aberto para que o aumento da pressdo interna de gas carbdnico nos fermentadores
proporcionasse condigdes para o fermentado subir no tubo de coleta ligado a valvula de rosca
(8) que era aberta. Os primeiros 7 mL do fermentado correspondentes ao volume total do tubo
interno do fermentador eram desprezados para afastar a possibilidade de coletar amostra ndo
homogeneizada e permanente no interior de tal tubulagdo; a seguir realizava-se a coleta do
volume acima mencionado em tubos estéreis.

A cinética de fermentagdo foi calculada pelo monitoramento da perda de massa do
fermentado através da liberacdo de gas carbonico (CO,), com pesagens dos fermentadores em
balanga analitica (0,001 g de sensibilidade, Bell Engineering- Mark 1300) até peso constante a
temperatura de 20°C (BELY et al.1990; ROGER et al. 2002). A velocidade de fermentacao
foi obtida através da Equagao 1:

V=ACO,/ At (Equacao 1)

Onde:

V = Velocidade de fermentacao.

ACO; = Variagao de producao de CO, corrigida por equacdo de grafico.

At = Variacao de tempo.

2.2.2 Experimentos

Verificacdo do efeito do SO; na cinética de fermentagdo oxidativa. As leveduras
oxidativas Hanseniaspora uvarum e Hanseniaspora guilliermondii foram inoculadas em
fermentadores (erlenmeyers de 250 mL) simples com rolha e batoque numa populacdo inicial
de 4,0);106 ufe.mL™! em 200 mL de mosto de macga despectinizado, filtrado e pasteurizado,
com as seguintes concentracdes de SO,: 0, 44, 150, 256 ¢ 300 mg.L'l. Foi monitorada a

cinética de fermentag¢do, nas diferentes concentragdes de SO,, por perda de massa dos
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fermentadores. A avaliacdo pela perda de peso foi validada no trabalho descrito por Alberti et
al. (2011).

Verificacdo do efeito da temperatura na cinética de fermentagcdo oxidativa. As
leveduras oxidativas Hanseniaspora uvarum e Hanseniaspora guilliermondii foram
inoculadas em fermentadores (erlenmeyers de 250 mL) simples com rolha e batoque numa
populagdo inicial de 4,0x10° ufe.mL™" em 200 mL de mosto de maga despectinizado, filtrado e
pasteurizado, nas temperaturas de 10°, 15°, 20°, 25° e 30° C. Foi monitorada a cinética de
fermentagdo, nas diferentes temperaturas, por perda de massa dos fermentadores.

Avaliacdo de diferentes leveduras oxidativas no perfil voldtil de fermentados de
magds. Para avaliar o perfil de compostos volateis de leveduras oxidativas foram testadas
cepas de Hanseniaspora uvarum e Hanseniaspora guilliermondii. A populacdo inicial foi de
4,0x10° ufc.mL™. Foram avaliados os compostos volateis do fermentado final (10° dia de

fermentagao).

2.2.3 Analises Instrumentais

Coleta dos compostos volateis. A coleta foi realizada pelo método de headspace. O
frasco para headspace de capacidade de 40 mL, contendo 20 mL do fermentado ja
centrifugado e congelado, foi colocado em banho-maria a 25°C, onde permaneceu por pelo
menos 30 minutos. Antes de utilizar a seringa para cromatografia gasosa (Seringa microliter
de 1000 pl — Hamilton) a mesma foi lavada por trés vezes com ar e apoOs agitacdo manual do
frasco, o primeiro headspace coletado foi desprezado. Os compostos volateis capturados na
segunda coleta do headspace foram injetados diretamente no cromatdgrafo gasoso. Apods cada
injecdo a seringa foi lavada com ar por pelo menos 20 vezes.

Analise de compostos voldteis. Para identificacdo e quantificagdo dos compostos
volateis de sucos e fermentados de maga foi utilizado um Cromatografo Gasoso da marca
Shimadzu modelo GC-17A equipado com detector por ionizagdo de chama-FID e coluna
Capilar (Dimensodes: 0,32 mm x 1,0 um x 30 m, Supelco) localizado na Universidade Federal
do Parand, departamento de Processos Biotecnologicos. O nitrogénio foi usado como gas
carreador com fluxo na coluna de 1,5 mL.min'l, a técnica de injecdo foi split 1:5, a
temperatura do forno foi programada para 40 °C (durante 5 minutos) com aumento de 20
°C.min™" até 150 °C, permanecendo nesta temperatura por 5 minutos. A temperatura do injetor
e do detector foi de 230 °C. Os compostos foram identificados comparando o tempo de

retencdo com os picos obtidos dos padroes.
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Os compostos padroes utilizados sdo de pureza comprovada e foram os seguintes:
acetaldeido, etanol, laurato de etila, dlcool isoamilico, acetato de etila, acetato de isopropila,
acetato de propila, 2-metil-1-butanol, etil-isobutirato, acetato de isobutila, hexanona, etil-
butirato, 2-hexanol, lactato de etila, acetato de butila, acido butirico, 1-hexanol, acetato de
isoamila, propionato de isobutila, 2-heptanona, etil-propionato, 2-octanona, 2-octanol, etil-3-
hexanoato, acetato de hexila, 2-fenil-etanol, 4cido caprilico, succinato de dietila, octanoato de

etila e decanoato de etila.

2.2.4 Analises fisico-quimicas

Nos pontos 0, 3, 5, 7 e 10 dias foram realizadas andlises de ag¢ucares redutores
quantificados pelo método quimico cldssico de Somogyi-Nelson assim como os aglcares
redutores totais (ART) apods a hidrolise da sacarose com HCI 1 N (50 °C / 5 min) e alcool
através do uso do ebulidmetro. A acidez titulavel total foi determinada por neutralizacao
com NaOH 0,1 N até pH 8,33 com fenolftaleina e calculada como &4cido maélico, sendo
expresso em g.100 mL™, e a acidez volatil foi calculada como 4cido acético e expressa em
2.100 mL™. O nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjedhal (BARON et al.,1977;
IAL, 2008).

2.2.5 Analises microbiologicas

As amostras dos fermentados de mag¢a foram coletadas e preparadas para contagem
microbiologica conforme recomendado por Silva et al. (2010). Foram preparadas dilui¢cdes
seriadas em dgua peptonada a 0,1%, e semeadas em superficie, com al¢a de Drigalski, no
meio seletivo para leveduras oxidativas YA-LYS (Yeast agar — lisina) (NOGUEIRA, 2003).
As placas foram incubadas a 25°C por 48 horas. Para a contagem foram consideradas as
placas que apresentaram de 25 a 250 colonias tipicas da levedura considerada, respeitando a
dilui¢do correspondente. O resultado foi expresso em unidades formadoras de colonias por
mL (ufc.mL"). Estas andlises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia da

Universidade Tecnologica Federal do Parana — Campus Ponta Grossa.

2.2.6 Analise sensorial

Nos produtos fermentados obtidos a partir da agdo de leveduras oxidativas
Hanseniaspora uvarum e Hanseniaspora guilliermondii foram realizadas analise olfativa de
preferéncia pareada, segundo NBR 13.170 (ABNT, 1994), e teste de aceitagdo com escala

hedonica de 7 pontos segundo metodologia descrita por Faria e Yotsuyanagi (2002), sendo as
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planilhas de avaliagdo conforme Anexo A. O nimero de participantes para esta analise foi

igual a 50 pessoas.

2.2.7 Analises estatisticas
Foram feitas analises de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05) para

diferenciagdo de médias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo descritos os valores de andlises fisico-quimicas do mosto de maca
utilizado no processo. Pelo teor de nitrogénio, que na mac¢a estdo na forma de aminodcidos, o
mosto ¢ classificado como alto teor (>150 mg.L™"), pois as leveduras Hanseniaspora
valbyensis utilizam no seu crescimento teores entre 30-40 mg.L" de nitrogénio NOGUEIRA,
2003). Desta forma, esta concentracdo de nitrogénio total ndo caracteriza este nutriente como
um fator limitante de crescimento de leveduras, porém o seu residual pode afetar a
estabilidade microbioldgica durante o armazenamento em bebidas que nao receberam
tratamento térmico, podendo ocorrer alteragdes na qualidade do produto final (LEA e
DRILLEAU, 2003).

Pode ser observado (Tabela 1) que o mosto de maga da cultivar Gala, utilizado como
meio de fermentacdo por leveduras apiculadas, apresentou baixo teor de agtcares (9,78
2.100mL™"), quando comparado com os resultados de Wosiacki et al. (2008) que encontrou
um valor médio para a mesma cultivar de 11,78 + 2,24 g.100mL". Isto atesta que o grau de
maturidade da fruta utilizada para o processamento do suco ndo estava no seu estagio
completo de maturacdo o que pode afetar o rendimento de etanol. Com relagdo 4 acidez total,
expressa em acido malico, o resultado encontrado estd proximo ao encontrado por Wosiacki
et al. (2008) o que o classifica com baixa acidez (PAGANINI et al., 2004).

Tabela 1. Resultados das analises fisico-quimicas do mosto e dos diferentes fermentados de maga da cultivar
Gala.

Parametros fisico-quimicos Mosto Leveduras oxidativas
cv. Gala H. uvarum H. guilliermondii

Nitrogénio (mg.L™) 153,47 +£ 0,02 106,32 +£5,70* 118,34 +3,46%
AT*(g.100mL™) 0,34 + 0,004 0,41 % 0,00 0,36 +0,01°
AV** (g.100mL™) 0,02 + 0,008 0,05+0,01° 0,05+0,01°
AR (g.100mL™) 9,23 + 0,09 3,86+ 0,04° 2,47+0,11°
ART (g.100mL™) 9,78 £ 0,05 3,70+ 0,07 2,82+ 0,02°
Etanol (°GL) - 1,9 1,3

NOTA: *Acidez total; ** Acidez volatil; 2> — letras diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca
significativa entre as quantidades existentes nas amostras (p<0,05).
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Na Tabela 1, apos 10 dias de fermentagdo pode ser observada a evolugdo de
compostos presentes no mosto da cultivar Gala durante a fermentagdo com as cepas de
leveduras apiculadas H. wuvarum e H. guilliermondii. A fermentacdo foi realizada em
condigdes proximas as observadas no processamento de fermentado de maga. As frutas foram
selecionadas eliminando aquelas com pontos de podriddo. Nao foi adicionado metabissulfito
ao mosto em virtude das duas cepas apresentarem baixa resisténcia a este composto. A
temperatura variou de 18-21°C, oscilagao e temperaturas comuns, uma vez que o fermentado
de maca ¢ elaborado no verdo. As duas cepas aumentaram a acidez total do fermentado
atingindo valores de 0,41 e 0,36 g.100mL™" expresso em acido malico para H. uvarum e H.
guilliermondii, respectivamente. O consumo de nitrogénio foi de 47,15 mg.L™" e 35,15mg.L"
para as cepas H. uvarum e H. guilliermondii, respectivamente, estando proximo aos valores
citados por Nogueira (2003). As duas cepas apresentaram atividade fermentativa com
produgdo de etanol. Porém o consumo de agucares ndo foi total apos 10 dias de fermentagdo o
que pode estar relacionado com uma baixa resisténcia a determinadas concentragdes de etanol
(FLEET 1999; GIL et al., 1996).

Verifica-se que a cepa H. uvarum atingiu a mesma populalacio maxima de leveduras
do que a cepa H. guilliermondii, alcancando ao redor de 10" ufc.mL™, sendo no 3° e no 2°

dias de fermentacao, respectivamente (Figura 2).
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1,E+04 . . ‘ . ‘

—&—H. guilliermondii

Contagem de coldnias
{UFC.mL"")

Tempo (d)

Figura 2. Resultados de contagem de células de duas leveduras oxidativas
diferentes em mosto de maga.

Ambas as cepas mantiveram agucares residuais no produto final (Figura 3A), sendo o
teor de 3,53 g.100mL" para a cepa H. guilliermondii e 4,63 g.100mL™" para H. uvarum. No
grafico de evolugdo de etanol das duas cepas, € possivel observar que ha uma tendéncia de

aumento do teor de etanol provavelmente devido a existéncia de agucares residuais no
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processo. A cepa H. uvarum apresentou maior teor no produto final (1,9°GL) do que a cepa
H. guilliermondii (1,3°GL). Assim percebe-se que a cepa H. guilliermondii consumiu maior
quantidade de agucares durante o processo, mas produziu menor teor de etanol, este fato

poder ser devido a producdo de compostos secundarios ao metabolismo deste microrganismo.

S [ © o
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N

Evolugado dos agticares redutores

o

—e—H. uvarum

—&— H. guilliermondii

o

/
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—&—H. guilliermondii

Tempo (d)

Tempo (d)

(A) (B)
Figura 3. Evolucgdo de actlicares e etanol nos fermentados de maca realizados sob a acdo de diferentes leveduras
oxidativas. A) Evolugdo dos acucares redutores totais. B) Evolucao de etanol.

A cepa H. uvarum apresentou maior Vy,x no processo fermentativo mais rapidamente
que H. guilliermondii (Tabela 2). Este dado comprova uma maior atividade fermentativa para

primeira cepa, visto que foi a maior produtora de 4lcool.

Tabela 2. Resultados de velocidade maxima dos fermentados de maga produzidos sob ag¢do de duas diferentes
cepas oxidativas.

Cepas V max (gCOz.L'l.d'l) Tempo v max (dias)
H. uvarum 3,85 425
H. guilliermondii 2,33 4,75

O método de headspace permitiu captar poucos compostos quando comparado com
dados da literatura, que comentam que cepas de leveduras oxidativas sdo altamente produtoras
de ésteres e alcoois superiores (Tabela 3). E também perceptivel que a cepa de levedura
utilizada influencia o perfil de volateis, pois foram encontrados resultados que diferenciaram
significativamente uma cepa da outra. Para a cepa de H. uvarum foi quantificado um maior
teor de etanol em comparagdao com a cepa H. guilliermondii, confirmando o resultado ja
encontrado por ebulidmetro. Porém este resultado ¢ contrario ao trabalho desenvolvido por
Moreira et al. (2008) que encontraram teor maior para a cepa H. guilliermondii. Xu et al.
(2006) perceberam que Saccharomyces mostra uma conversdo de agucar para alcool de
11,5%, enquanto Hanseniaspora valbyensis produz &lcool com uma conversdo que nao
ultrapassa 6%, configurando um teor de aproximadamente 90,24 mgL™, enquanto neste

estudo encontramos um teor de 1598 mglL™' para Huvarum e 2,12 mgL’' para
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H.guilliermondii. Oliveira et al. (2005) tendo realizado fermenta¢do de caldo de cana com
diversas cepas diferentes de Saccharomyces sp e também com cepas ndo- Saccharomyces,
considerou o perfil na formagao de volateis da espécie Hanseniaspora occidentalis muito
semelhante ao das Saccharomyces sp, tendo encontrado 59 mg.L™" de etanol para esta cepa.

O acetaldeido foi quantificado nas duas cepas de leveduras encontradas, e este ¢ o
aldeido mais importante na produgdo de vinhos, normalmente conhecido como um
subproduto da fermentacdao alcodlica e sua producdao pode ser influenciada pela cepa de
levedura. Em concentra¢des menores, o acetaldeido contribui com notas frutais, entretanto em
altas concentracdes (>200 mg.L'l) este composto influencia negativamente o aroma do vinho
(GIL et al. 2006).

Segundo Garden-Cerdan e Ancin-Azpilicueta (2006), as cepas selvagens ou nao-
Saccharomyces pouco contribuem para a formagdo de alcool isoamilico (composto que
contribui para o aroma frutal), o que ¢ contraditério ao resultado encontrado para a cepa H.
uvarum que demonstrou ser capaz de produzir uma concentragdo de 3,47 mg.L"' deste
composto. Xu et al. (2006) verificaram que a cepa de H. valbyensis foi capaz de produzir
4535 mg.L"' de 4lcool isoamilico em fermenta¢des de culturas puras e quando combinada
com Saccharomyces sp, esta producio chegou a atingir 232,05 mg.L™", dependendo do tempo
de indculo.

Romano et al. (2003) relatam que a cepa Hanseniaspora produziu uma menor
quantidade de alcool isoamilico (40 mg / L) e uma maior concentragao de acido acético
(2,100 mg.L'l) e acetato de etila (100 mg.L'l) do que a cepa Saccharomyces (250, 400 e <10
mg.L", respectivamente), evidenciando que S. cerevisiae produziu uma concentragio muito
maior de alcoois superiores.

A cepa de H. uvarum nao apresentou teores detectaveis de laurato de etila e propionato
de isobutila que podem colaborar com aroma frutado e floral. Ja a cepa de H. guilliermondii
ndo apresentou teores de 2-hexanol, acetato de isoamila e etil propionato , destacando que o
acetato de isoamila e o etil propionato conferem um aroma doce e frutal ao fermentado

(Tabela 4).
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Tabela 3. Concentragdo de compostos volateis detectados em dois fermentados de maga elaborados com cepas
de leveduras Hanseniaspora uvarum e Hanseniaspora guilliermondlii.

Compostos Volateis . H. uvarum H. guilliermondii
Esteres

Acetato de isoamila 0,18 nd
Etil propionato 0,12 nd
Laurato de etila nd 15,65
Propionato de isobutila nd 0,16
Aldeidos

Acetaldeido 0,13* 0,11°
Alcoois

Alcool isoamilico 3,47° 0,23°
Etanol 15,98° 2,12°
2-hexanol 0,06 nd
Nao identificados

1 nd 0,20
2 0,06 nd
TOTAL 20 18,47

NOTA: nd = ndo detectado; * mg equivalente de etanol.L” de headspace; *® = letras diferentes na mesma linha
indicam que ha diferenga significativa entre as quantidades existentes nas amostras (p <0,05).

Na Tabela 4 estao apresentados os resultados de compostos volateis do mosto usando
como método de coleta o headspace. Foram quantificados 3 compostos mas estes ndo foram
identificados, o que pode ser devido a falta de padrdes analisados destes compostos, ou pelo
proprio processo de pasteurizagdo. Isto comprova que todos os compostos que foram
identificados nos produtos fermentados foram provenientes do metabolismo secundario das
leveduras. Diversos estudos tem demonstrado que o processo de pasteurizagdo pode causar
perdas de compostos volateis tanto no suco de maca quanto na sidra. Nesse sentido Janzantii
et al.(2003), registraram perda total de octanoato de isoamila e de mais de 15 compostos nado
identificados em seus experimentos em suco clarificado de ma¢a Fuji. J4 Boylston et al.
(2003) realizaram estudos em sidra e concluiram que a pasteurizagdo realmente afeta os

atributos sensoriais da bebida.

Tabela 4. Concentragdo de compostos volateis no mosto de maga

Composto volatil Concentragao™
N 0,09
N 0,08
N 0,16

NOTA: N = nio identificado; * mg eq.de etanol.L™" de headspace.

Na Figura 4 encontram-se os resultados da andlise de diferentes concentragdes de

SO, no mosto para fermentacdo de leveduras oxidativas. Percebe-se que em concentragdes
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maiores que 44 mg.L" de SO, a fermentacdo ndo ocorreu até¢ o 9° dia de processo. Na
- -1 - . . N

concentragdo de 44 mg.L™, a fermentacdo aconteceu de maneira mais lenta e, na auséncia de

SO, o processo fermentativo ocorreu de maneira mais rapida, consumindo maiores teores de

CO,. Assim, considerando a sensibilidade a este composto pelas cepas de Hanseniaspora,

optou-se por nao utilizd-lo no mosto dos demais ensaios de fermentacao realizados neste

trabalho.
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Figura 4. Resultados de perda de massa por liberagdo de CO, nas fermentagdes para avaliar o efeito de diferentes
concentragdes de SO, no mosto. (A) Resultados para a cepa H. uvarum. (B) Resultados para a cepa H.
guilliermondii.

Na Figura 5 estdo apresentados os valores de liberacdo de CO, das duas cepas
oxidativas analisadas em diferentes temperaturas. Percebe-se que na temperatura de 10°C a
liberagao de CO, foi muito pequena até o 9° dia de processo, isto pode ser devido ao fato de
baixas temperaturas inativarem a atividade fermentativa da levedura. A temperatura ideal para
o processo fermentativo foi de 25°C, seguida de 20°C. Este ensaio determinou a temperatura a

ser utilizada nos outros ensaios de fermentagao realizados neste trabalho.
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Figura 5. Resultados de perda de massa por liberacdo de CO, nas fermentacdes para avaliar o efeito de diferentes
temperaturas durante o processo fermentativo. (A) Resultados para a cepa H. uvarum. (B) Resultados para a cepa H.

guilliermondii.
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As leveduras oxidativas ou ndo-Saccharomyces sdao conhecidas pela sua contribui¢ao
aos compostos volateis aromaticos, principalmente ésteres em bebidas fermentadas. Segundo
Viana et al. (2008) as leveduras do género Hanseniaspora sao as melhores produtoras de
¢ésteres de acetato, que sao efetivos para a qualidade aromatica dos vinhos mesmo em
pequenas quantidades (NYKANEN, 1986). A contribui¢do destas leveduras aos compostos

aromaticos foi percebida nos resultados de preferéncia destes produtos (Tabela 5).

Tabela 5. Resultado do teste de preferéncia pareada das amostras de dois fermentados de maga elaborados com
diferentes cepas oxidativas.

Fermentados de maca Cepas de leveduras X das ordens
A H. uvarum 24°
B H. guilliermondii 31°

NOTA: * = ndo ha diferenga significativa entre as amostras com mesma letra (ANOVA, p < 0,05).

A porcentagem de homens e mulheres que participaram da avaliacdo sensorial foi de
23,64 % e 73,91 %, respectivamente. Das pessoas que participaram da avaliacdo de
aceitabilidade do fermentado de maga, 63,64 % pertenciam a faixa etaria menor que 25 anos.
Do total de participantes, 80,00 % informaram idade inferior a 35 anos, caracterizando a
predominancia de publico jovem. E 52 % afirmaram que raramente consomem vinhos.

Observa-se que nao existe diferenga significativa na preferéncia entre as amostras, mas
devido ao fato da amostra produzida sob a ag¢do de H. guilliermondii ter sido considerada
preferida um maior nimero de vezes, realizamos o teste de aceitabilidade com este produto
(Figura 6). A média de aceitabilidade para a amostra foi de 5,45 (50 julgamentos),
correspondendo a uma percentual de 77,86%. O percentual de respostas que ficaram
classificadas entre os niveis gostei, gostei muito e gostei muitissimo foi de 87,10%, podendo
assim concluir que esta amostra teve um resultado positivo em sua andlise sensorial olfativa.

Na comparacao dos resultados de analise olfativa e dos compostos volateis detectados,
percebeu-se que os ésteres foram determinantes na contribuicdo aromatica dos fermentados
obtidos, visto que a quantidade total de ésteres produzidos por H. guilliermondii, que foi mais
preferida, foi aproximadamente 53 vezes maior que H.uvarum, corroborando com Bilbao
(1997), Rojas (2003) e Ciani et al.(2006), que destacam que os ésteres formados sdo os
maiores impactantes no aroma dos produtos.

No entanto, a quantidade de dalcoois superiores produzidos por H.uvarum foi
aproximadamente 15 vezes maior que H.guiliiermondii, ndo justificando a preferéncia do
fermentado produzido com H guilliermondii. Assim, considerando que estes compostos

também contribuem positivamente para o aroma do produto, conforme destacam Moreira et
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al. (2008) e Rapp & Mandery (1986), sugere-se pelos resultados deste trabalho que os ésteres

foram majoritarios na contribui¢do aromatica do produto, como afirma Bilbao (1997).
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Figura 6. Distribuicdo das porcentagens de valores de aceitabilidade atribuidos
ao fermentado de maga sob a acdo da levedura H. guilliermondii.

4, CONCLUSAO

As cepas de Hanseniaspora apresentaram [1] elevada sensibilidade ao sulfito, [2]
temperatura o6tima de fermentacao entre 20-25° C, [3] manutencao de aglcar residual, [4]
apresentaram elevada atividade fermentativa, [5] a cepa H. guilliermondii apresentou um
perfil de volateis no headspace que foi bem aceito pela anélise sensorial olfativa e [6] a

presenca de ésteres no perfil de aromas contribuiu para a qualidade aromaética da bebida.
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CAPITULO III: Efeito de diferentes cepas de Saccharomyces nos compostos

aromaticos do headspace de fermentado de maga.
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EFEITO DE DIFERENTES CEPAS DE Saccharomyces NOS COMPOSTOS
AROMATICOS DO HEADSPACE DE FERMENTADO DE MACA

EFFECT OF DIFFERENT Saccharomyces STRAINS IN THE HEADSPACE AROMA
COMPOUNDS OF APPLE WINE

RESUMO
A sidra brasileira, bebida frisante de ma¢a de baixo grau alcodlico, possui coloragao pouco
intensa e baixa qualidade aromatica, necessitando de corre¢do do teor de acucar final. A
bebida francesa ¢ considerada a melhor do mundo devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais. Neste trabalho foram utilizadas quatro diferentes cepas de leveduras
Saccharomyces cerevisiae: Bouquet, Arome Plus, Fermol Aromatic e UFLA CA-11. A
avaliagdo compreendeu cinética, atributos fisico-quimicos e evolugdo aromatica durante a
fermentagdo de mosto de maga. Foi utilizado mosto de maca da cv. Gala e monitorado o
crescimento das cepas, parametros fisico-quimicos e cinéticos ao longo de 10 dias de
fermentagdo. Todas as cepas apresentaram atividade fermentativa desejada com manutengao
de agucares residuais no produto final. A técnica de headspace foi utilizada para coleta dos
volateis e permitiu captar uma baixa quantidade de compostos volateis que ndo foram aceitos

na analise sensorial olfativa.

Palavras—chave: Saccharomyces cerevisiae, compostos volateis, fermentacgao.

ABSTRACT
The Brazilian cider, sparkling apple wine low-alcohol content, has a few color and low
aromatic quality, requiring correction in the final sugar content. The French beverage is
considered the best in the world due to its physical-chemical and sensorial characteristics. In
this study it was used four different strains of yeast Saccharomyces cerevisiae: Bouquet,
Arome Plus, Fermol Aromatic and UFLA CA-11. The evaluation consisted of Kkinetic,
physical and chemical attributes and aromatic compounds production during the apple must
fermentation. It was used the apple must from cv. Gala and monitored the strains growth, the
physico-chemical and kinetic parameters along the 10 days of fermentation. All the strains
showed required fermentative activity with maintenance of residual sugar in the finished
product. The headspace technique was used for extraction of volatiles and allowed to capture

a low amount of volatiles compounds that were not accepted in olfactory sensory.
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1. INTRODUCAO

Na fermentagdo alcoolica, além da biotransformacdo de aglicares em etanol e gés
carbonico, ocorre a liberacao de metabolitos secundarios, como 0s compostos aromaticos que
podem contribuir com a qualidade sensorial do produto final. Os compostos volateis incluem
as classes dos alcoois superiores, ésteres, acidos organicos e aldeidos. O perfil destes
compostos dependera da cepa de levedura, das condi¢des e tecnologia do processo e da
composi¢ao quimica do meio (ROMANO et al., 2003; SWIEGERS et al., 2005; DUARTE et
al., 2009; SWIGERS et al., 2006; UGLIANO et al., 2006; VILA NOVA e SIEIRO, 2006;
WONDRA e BOVERIC, 2001).

Muitos estudos de melhoramento genético de cepas de leveduras S. cerevisiae tiveram
como objetivos uma rapida fermentacao, elevado rendimento alcoolico e elevada tolerancia ao
dioxido de enxofre na elaboragdo de vinhos e cervejas (PRETORIUS, 2000; VALERO et al.,
2005). Entretanto, em sidrologia ndo existem trabalhos para a definicdo de uma cepa
especifica que atenda aos padroes de qualidade. Normalmente, sdo testadas leveduras
comerciais utilizadas em enologia para a fabricacdo do fermentado de maca. Desta forma, as
cepas devem apresentar um aroma com notas ‘frutais’ e/ou ‘florais® para que atendam ao
aroma desejado pelo consumidor.

A industria brasileira de elaboracao de fermentado de maca, em funcao de [1] utilizar
macas de descarte com problemas fitopatoldgicos, [2] adicdo de didxido de enxofre em
concentragdes elevadas na fruta triturada, [3] elevadas taxas de indculo de cepas de leveduras
comerciais para vinhos, as quais ndo apresentam estudos para o fermentado de maca e [4]
fermentagdo em elevadas temperaturas (25-35°C) impossibilita a formacao de compostos
aromaticos que possam contribuir para a qualidade sensorial da bebida (NOGUEIRA et al.,
2007). As informagdes referentes a compostos volateis provenientes do metabolismo
secundario de leveduras S. cerevisiae em fermentados de macas sao restritas, sendo necessario
o estudo das cepas existentes em relagdo aos seus potenciais de formag¢dao de compostos
volateis aromaticos.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a produ¢do de aromas no headspace
de fermentado de macas por diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae e identificar qual

cepa que produziu aromas mais agradaveis ao palato do consumidor brasileiro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS

Foram utilizadas amostras de macgas da cultivar Gala (90 Kg) safra 2009/2010 obtidas
no comércio local da cidade de Ponta Grossa, Parana.

Os microrganismos utilizados foram: Saccharomyces cerevisiae Arome Plus
(Fabricante AEB Group), Saccharomyces cerevisiae Bouquet (Fabricante AEB Group),
Saccharomyces cerevisiae Fermol Aromatic (Fabricante AEB Group), Saccharomyces
cerevisiae UFLA CA — 11 (Fabricante LNF). Os reativos e padrdes utilizados foram de

qualidade pro analysis.

2.2 METODOS

2.2.1 Processos
Processamento do mosto de macd. As macgas foram selecionadas, lavadas e sanitizadas
mantendo-as submersas por 40 minutos em solugdo de bicarbonato de sodio a 6000 mg.L™"' e
depois por 5 minutos 4 5° C em solugdo de hipoclorito a 150 mg.L™". Depois de enxaguadas
em agua corrente foram trituradas em multiprocessador de alimentos (Processador Metvisa,
Tipo MPA) e a massa ralada foi acondicionada em pacotes de tela plastica porosa que apos
superpostos, foram submetidos a uma pressdo de 3,0 kgf.em™ (Prensa hidraulica Eureka,
Hoppe Ind. Ltda, Brasil) durante 5 minutos. O mosto obtido foi despectinizado com pectinase
(Pectinex Ultra SP, Novozymes do Brasil), a uma concentra¢io de 3,0 mL.hL™" (120 minutos
a 20-25°C) e, apos sedimentagdo, trasfegado, filtrado em papel filtro qualitativo, envasado em
garrafas de vidro ambar de 600 mL, lacradas com tampa metélica e pasteurizado (98°C / 30
min) (WOSIACKI et al., 1989).

Processamento do Fermentado de Maca. O mosto clarificado foi acondicionado em
fermentadores de vidro de 1450 mL com volume util de 1200 mL (Figura 1), esterilizados em
autoclave (121°C / 15 min). No mosto foi adicionado 0,01 % do antibidtico cloranfenicol
(99%, Fornecedor Henrifarma) para controle do crescimento bacteriano. As leveduras foram

inoculadas com uma populagdo inicial de aproximadamente 2,0x10° ufc.mL™.
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Figura 1. Esquema dos fermentadores em anaerobiose.

(1): Cilindro de gas carbonico para pressurizar sistema. (2): Manometro. (3): Tubulagdo de passagem de gas
carbonico pelo sistema. (4): Valvula de seguranga contra vazamento de gas. (5): Filtro de 0,20 um. (6): Tampa
rosca para entrada de saida de gas no fermentador. (7): Tampa de borracha para inoculagio das leveduras no
mosto. (8): Tampa rosca para retirada de amostra. (9): Fermentador de 1450 mL. (10): Recipiente de seguranca
contra retorno de dgua no sistema de fermentacdo. (11): Agitador magnético (Quinis). (12): Batoque para
manuten¢do da anaerobiose no sistema de fermentacao.

As cepas do género Saccharomyces estavam na forma secas ativas e foram re-
hidratadas conforme especificagdes dos fabricantes. No décimo dia, as fermenta¢des foram
interrompidas e o fermentado de maga foi centrifugado a 10200 g e 5°C (Centrifuga Himac
CR21GII) durante 20 minutos sendo em seguida trasfegado, engarrafado e armazenado em
baixa temperatura (-18 °C).

Pontos de amostragem. Nos tempos de fermentagao com 0, 1, 2, 3, 5, 7 e 10 dias
foram retirados 10 mL de amostras do fermentado para contagem de células; e nos dias 3, 5, 7
e 10 foram retirados 40 mL para andlises fisico-quimicas. Antes da coleta das amostras, o
fermentado em cada fermentador (Figura 1) era colocado sob agitagdo na velocidade 3 do
agitador (11) durante 20 minutos. A seguir, a saida do fermentador destinada a coleta era
desinfetada com éalcool 70%, seguida de lavagem com 40 mL de dgua destilada para retirada
do alcool residual, sempre com a tampa rosca (8) fechada.

Para a retirada das amostras o manometro (2) do cilindro de gas carbonico (1) era
aberto para que o aumento da pressao interna de géas carbonico nos fermentadores
proporciona-se condi¢des para o fermentado subir no tubo de coleta ligado a valvula de rosca
(8) que era aberta. Os primeiros 7 mL do fermentado correspondentes ao volume total do tubo
interno do fermentador, eram desprezados, para afastar a possibilidade de coletar amostra nao
homogeneizada e permanente no interior de tal tubulagdo, a seguir realizava-se a coleta do
volume acima mencionado em tubos estéreis.

A cinética de fermentagdo foi calculada pelo monitoramento da perda de massa do

fermentado através da liberacdo de gas carbonico (CO,), com pesagens dos fermentadores em
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balanga analitica (0,001 g de sensibilidade, Bell Engineering- Mark 1300) até peso constante a
temperatura de 20° C (Bely et al., 1990; Roger et al., 2002). A velocidade de fermentagao foi
obtida através da equacao:

V=ACO,/ At (Equacao 1)

Onde:

V = Velocidade de fermentacao.

ACO, = Variacao de produgao de CO; corrigida por equacao de grafico.

At = Variagao de tempo.

2.2.2 Analises Instrumentais

Coleta dos compostos volateis. A coleta foi realizada pelo método de headspace. O
frasco para headspace de capacidade de 40 mL, contendo 20 mL do fermentado ja
centrifugado e congelado, foi colocado em banho-maria a 25° C, onde permaneceu por pelo
menos 30 minutos. Antes de utilizar a seringa para cromatografia gasosa (SERINGA
MICROLITER DE 1000 uL — HAMILTON) a mesma foi lavada por trés vezes com ar e apos
agitacdo manual do frasco, o primeiro headspace coletado foi desprezado. Os compostos
volateis capturados na segunda coleta do headspace foram injetados diretamente no
cromatografo gasoso. Apos cada injegdo a seringa foi lavada com ar por pelo menos 20 vezes.

Anadlise de compostos voldteis. Para identificacdo e quantificacio dos compostos
volateis dos fermentados de maca foi utilizado um Cromatédgrafo Gasoso da marca Shimadzu
modelo GC-17A equipado com detector por ionizacdo de chama-FID e coluna Capilar
(Dimensodes: 0,32 mm x 1,0 um x 30 m, Supelco) localizado na Universidade Federal do
Parand, no departamento de Processos Biotecnologicos. O nitrogénio foi usado como gas
carreador com fluxo na coluna de 1,5 mL.min'l, a técnica de injecdo foi split 1:5, a
temperatura do forno foi programada para 40 °C (durante 5 minutos) com aumento de 20
°C.min™" até 150 °C, permanecendo nesta temperatura por 5 minutos. A temperatura do injetor
e do detector foi de 230 °C. Os compostos foram identificados comparando o tempo de
retencdo com os picos obtidos dos padroes.

Os padrdes de aromas foram: acetaldeido (00070; 99,5 %,; Flucka), etanol
(1009711000; 96 %; Merck), laurato de etila (61630; 98,0 %; Aldrich), alcool isoamilico
(1009791000; P.A.; Merck), acetato de etila (codigo 34972; 99,7 % ; Fluka), acetato de
isopropila (45960; 99.5%; Sigma), acetato de propila (46050; 96.0%; Flucka), 2-metil-1-
butanol (65990; 98.0%; Flucka), etil-isobutirato (246085; 99.0%; Aldrich), acetato de
isobutila (537470; 99.0%; Sigma), hexanona (103004; 98.0%; Sigma), etil-butirato (19230;
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98.0%; Flucka), 2-hexanol (52847; 98.5%; Flucka), lactato de etila (W244007; 98 %;
Aldrich), acetato de butila (73285; 99,7 %; Flucka), acido butirico (19215; 99,5 %; Flucka),
1-hexanol (73117; 99,9 %; Flucka), acetato de isoamila (W205532; 97 %; Aldrich),
propionato de isobutila (307580; 98.0%; Aldrich), 2-heptanona (537683; 99.0%; Sigma), etil-
propionato (112305; 99.0%; Aldrich), 2-octanona (047009; 98.0%; Aldrich), 2-octanol
(74858; 99.5%; Aldrich), etil-3-hexanoato (148962; 99.0%; Aldrich), acetato de hexila
(25539; 99,7 %; Flucka), 2-fenil-etanol (77861; 99,0 % Aldrich), 4cido caprilico (21639; 99,5
%; Flucka), succinato de dietila (07429; 99,5 %; Flucka), octanoato de etila (W244910; 98 %;
Aldrich) e decanoato de etila (148970; 99,0 %; Aldrich).

2.2.3 Anélises fisico-quimicas

Nos pontos 0, 3, 5, 7 e 10 dias foram realizadas analises de acicares redutores
quantificados pelo método quimico classico de Somogyi-Nelson assim como os agucares
redutores totais (ART) apos a hidrolise da sacarose com HCl 1 N (50 °C / 5 min) e alcool
através do uso do ebulidmetro. A acidez titulavel total foi determinada por neutralizagdo
com NaOH 0,1 N até pH 8,33 com fenolftaleina e calculada como acido malico, sendo
expresso em g.100mL™", ¢ a acidez volatil foi calculada como 4cido acético e expressa em
g.100mL™" (IAL, 2008). O nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjedhal
(BARON et al.,1977; IAL, 2008) .

2.2.4 Anélises microbioldgicas

As amostras dos fermentados de mag¢a foram coletadas e preparadas para contagem
microbioldgica conforme recomendado por Silva et al. (2010). Foram preparadas diluigdes
seriadas em agua peptonada a 0,1 %, e semeadas em superficie, com al¢a de Drigalski, no
meio seletivo para leveduras YMA — Yeast Malt Agar . Estas anélises foram realizadas no
Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Tecnologica Federal do Parand — Campus de

Ponta Grossa.

2.2.5 Analise sensorial

Nos produtos fermentados obtidos a partir da acdo de 4 diferentes leveduras
fermentativas foram realizadas analise olfativa de ordenagdo por preferéncia, segundo NBR
13.170 (ABNT, 1994), e teste de aceitacdo com escala hedonica de 7 pontos segundo método

descrito por Faria e Yotsuyanagi (2002). Participaram das analises 50 julgadores.
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2.2.6 Analises estatisticas
Foram feitas analises variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05)

para diferenciacdo de médias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 pode ser observado que o teor de nitrogénio, que na maca estd na forma
de aminoacidos, classifica 0 mosto da cultivar Gala com elevado teor (>150 mg.L'l) sendo
suficiente para uma completa exaustdo dos agucares (Drilleau et al., 1991; Alberti et al.,
2011). O mosto de maci da cultivar Gala apresentou baixo teor de agucares (9,78 g.100mL™)
atestando que o grau de maturidade da fruta utilizada para o processamento nao estava no seu
estaddio completo de maturacdo o que pode afetar o rendimento de etanol. A acidez total
expressa em acido malico do mosto da cultivar Gala (0,34 g.100mL™) o classifica com baixa

acidez ou doce (< 0,45 g.100mL™") (Beech et al., 1972).

Tabela 1. Resultados das andlises fisico-quimicas do mosto e dos diferentes fermentados de
maga da cultivar Gala.

Parametros fisico- Mosto Leveduras comerciais

quimicos cv. Gala Bouquet Arome Plus Fermol UFLA CA -

Aromatic 11
Nitrogénio (mg.L™") 153,47 £ 0,02 65,64 +£6,54*  63,79+0,00° 64,57+534° 62,87+1,30°
AT*(g.100mL™) 0,34 + 0,004 0,33+0,01° 0,35+0,01* 0,34+0,01* 0,26 +0,01°
AV** (2.100mL™) 0,02 £ 0,008 0,05+0,01°* 0,03+0,01* 0,04+0,01? 0,03+0,01°
AR (g.100mL™") 9,23 + 0,09 1,38+ 0,04  0,99+0,05° 1,10+£0,02°  0,79+0,05¢
ART (g.100mL™) 9,78 £ 0,05 1,58 +0,01° 2,48+0,02* 1,31+0,01° 0,91+0,01¢

Etanol (°GL) - 5,6 5,2 5,3 5,5

NOTA: *Acidez total; ** Acidez volatil; > = letras diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca
significativa entre as quantidades existentes nas amostras de fermentados (p<0,05).

Na Tabela 1, apos 10 dias de fermentagdo, pode ser analisada a evolucdo dos
compostos do mosto no fermentado com diferentes cepas de leveduras fermentativas. Pode-se
verificar um aumento na acidez volatil para todas as cepas provavelmente devido a sintese de
acido acético e acetato de etila (CSOMA e SIPICZKI, 2008). O consumo de nitrogénio foi ao
redor de 90 mg.L™", sendo proximo ao encontrado na literatura (Nogueira et al., 2007). O teor
de acucares residuais foi baixo, considerando que todas as cepas apresentaram graduagdo
alcodlica considerada boa para o produto. Os agucares residuais melhoram a qualidade da
bebida, adequando-se mais ao perfil de paladar do brasileiro que tem preferéncia por bebidas

doces. Percebe-se que as cepas atingiram teores similares no produto final, apresentando
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apenas uma cinética diferente no decorrer do processo. Permaneceram agucares residuais no
produto, demonstrando uma tendéncia de atingir maiores valores de alcool caso o processo
nao tivesse sido interrompido. A cepa S. cerevisiae Bouquet foi a que apresentou maior teor
alcoolico (5,6° GL) e a cepa S. cerevisiae UFLA CA-11 foi a que consumiu maior teor de
agucares permanecendo um residual de 0,91 g.100mL™". Este fato pode ser devido a produgo
de metabolitos secundarios do processo fermentativo. A fermentagdo foi realizada em
condigdes proximas as observadas no processamento de fermentado de maga. A temperatura
variou de 19-21°C, oscilagao e temperaturas comuns, uma vez que o fermentado de maga ¢
elaborado no verao.

Na Figura 2, percebe-se que as populacdes maximas atingidas pelas leveduras sdo
consideradas altas (10° ufc.mL™) para produtos fermentados de maga, pois diversos estudos
revelam que leveduras fermentativas atingem 10’ ufc.mL™. Acredita-se que a pasteurizacio
realizada no mosto pode ter colaborado para tal fato, pois com a reducdo da microbiota
natural, as cepas de Saccharomyces sp. puderam atingir populagdes maiores, por nio ter
encontrado as formas microbianas que normalmente as acompanham, sendo seus

competidores naturais (NOGUEIRA et al., 2008; WIECHETECK et al., 2005).
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Figura 2. Resultados de contagens de células dos fermentados de mag¢a sob acdo de quatro diferentes leveduras
fermentativas.

Todas as cepas atingiram velocidades méaximas de fermentagcdo ao redor do segundo
dia de processo (Tabela 2), sendo que a cepa que alcangou a maior Vi, foi UFLA CA-11 em
1,75 dias de fermentacdo e a cepa que demorou mais para alcancar este parametro foi a
Fermol Aromatic (2,25 dias). Apesar de a cepa Bouquet ter atingido o maior numero de
células (aproximadamente 10° ufc.mL™) esta no atingiu a maior velocidade maxima, ficando

com 9,59 gCOz.L'l.d'l.
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Tabela 2. Resultados de velocidade méaxima dos fermentados de mag¢a produzido sob agdo de
4 diferentes cepas fermentativas.

Cepas V max (gC0O,.L".d") Tempo v max (dias)
Bouquet 9,59 2,00
Arome Plus 8,27 1,75
UFLA CA-11 9,83 1,75
Fermol Aromatic 9,64 2,25

Na Tabela 3 podem ser observados os compostos aromaticos do headspace. O perfil
de volateis foi diferente em fun¢do da cepa, fato também relatado por Loscos et al. (2007),
que analisando trés diferentes cepas de leveduras Saccharomyces encontraram perfil de
volateis significativamente diferentes, o que pode ser percebido neste trabalho pois véarios
compostos diferenciaram significativamente de uma cepa para outra. As concentragdes do
éster octanoato de etila na cepa S. cerevisiae Bouquet foi 3 vezes menor que na cepa Fermol
Aromatic e 15 vezes menor que para a cepa UFLA CA-11. E possivel verificar também que
todas as cepas foram altamente produtoras de alcoois, sendo este grupo o que obteve maior
somatoria entre os compostos identificados, e este resultado estd em concordancia com Xu et
al. (2006).

Segundo Cortes e Blanco (2010) avaliando a capacidade fermentativa de cinco cepas
de Saccharomyces cerevisiae e sua influéncia sobre o aroma e propriedades sensoriais de
vinho, encontraram teores de alcoois superiores de 210,87 a 260,91 mg.L'1 ede 27,1 a 46,77
mg.L" de ésteres. Estes autores afirmam que os compostos que mais influenciam no aroma
dos vinhos sdo o acetato de isoamila, o octanoato de etila € o hexanoato de etila, todos
contribuintes com notas frutais ao aroma de bebidas. Pode-se perceber que dois destes
compostos (acetato de isoamila e octanoato de etila) foram identificados em todas as amostras
analisadas, e suas concentracdes foram sempre as mais altas para o grupo dos ésteres, exceto
para Fermol Aromatic que detectou um alto teor de laurato de etila, composto que contribui
com aroma frutal. Neste sentido, Andorra et al. (2010), em fermentagdo pura de
Saccharomyces cerevisiae, encontraram uma concentracio de 232,21 mg.L" de alcoois
superiores ¢ 10,06 mg.L™" de ésteres em seus fermentados.

Segundo Garden-Cerdan e Ancin-Azpilicueta (2006), as cepas fermentativas sdo as
maiores produtoras de alcool isoamilico (composto que contribui para o aroma frutal), e pode-
se perceber que este composto foi detectado e identificado em todas as cepas utilizadas, sendo
a menor produtora a cepa Fermol Aromatic.

A cepa UFLA CA-11 apresentou 12 compostos quantificados pelo método de

headspace. Pelo fato desta cepa ter utilizado maior teor de agticares do mosto esperava-se que
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produzisse maior teor de compostos secundarios, como os aromas. Mas a técnica de
headspace utilizada para coleta destes compostos pode ter restringido o nimero de compostos
que poderiam ser captados pelo fato de ocorrer a temperatura ambiente, nao considerando os
compostos que possuem maior temperatura de volatilizagdo. Mas em concordancia com
Duarte et al. (2010) que analisou diferentes cepas em fermentados de framboesa, esta cepa foi

altamente produtora de alcool isoamilico e etanol, superando as outras cepas analisadas.

Tabela 3. Concentragdo de compostos volateis identificados em 4 fermentados de maca
elaborados com diferentes cepas comerciais de leveduras S. cerevisiae.

Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Compostos Voldteis Bouquet Arome Plus  Fermol Aromatic UFLA CA-11

Esteres

Acetato de etila 0,08° 0,16%° 0,14%° 0,20°
Acetato de isoamila 0,17% 0,17? 0,22? 0,19?%
Acetato de propila 0,06% 0,12 0,08 nd
Decanoato de etila 0,06° 0,16° nd 0,382
Etil-3-hexanoato 0,07° 0,08° 0,11° 0,14°
Laurato de etila nd nd 10,30 nd
Octanoato de etila 0,06¢ 0,33° 021° 0,93°
Alcoois

Alcool isoamilico 0,14° 0,15¢ 0,07 ¢ 021°
Etanol 36,90 ¢ 42,34° 11,85¢ 55,17°
2-hexanol 0,06° 0,07 nd 0,11°
Cetonas

2-octanona 0,06 0,07°° 0,152° 0,17°
Nao Identificados

1 0,15° 0,23° 0,25° 0,59°
2 nd 0,50° 0,11° 0,10°
3 nd nd nd 0,09
TOTAL 37,81 44,31 23,49 58,28
NOTA: nd = ndo detectado. * mg equivalente de etanol.L™' de headspace; “>** = letras diferentes na mesma

linha indicam que ha diferenca significativa entre as quantidades existentes nas amostras (p < 0,05).

E possivel perceber que a somatéria de concentragdes de volateis diferenciou
significativamente entre as diferentes cepas. Contudo, a cepa que atingiu uma maior
somatoria foi UFLA — CA 11 sendo considerada preferida um menor nimero de vezes. Com
isso ¢ possivel discutir que ¢ a combinagdo de compostos impactantes ao aroma que ira
influenciar na qualidade aromatica de bebidas fermentadas. Loscos et al. (2007) afirmam
ainda que em algumas cepas o teor de um composto chega a ser de 3 a 4 vezes maior em uma

levedura do que em outra e esta diferenca nem sempre consegue ser relacionada a qualidade
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aromatica da bebida; e pelo valor total que foi encontrado neste trabalho percebe-se que ha
uma variagdo de 2,5 vezes entre a menor € a maior soma.

Na Tabela 4 podem ser observados os resultados para o teste de ordenagdo por
preferéncia aromatica de quatro fermentados de macas elaborados com diferentes cepas de
leveduras S. cerevisiae. As cepas Bouquet, Fermol Aromatic ¢ Arome Plus sdo descritas por
formarem notas de aromas frutados e florais em vinhos de uvas, porém pouco se conhece com
relacdo ao resultado em fermentados de macas. Estas trés cepas ndo apresentaram diferenga
significativa e tiveram seus resultados muito proximos, indicando que os provadores nao
conseguiram distinguir diferengas.

Cortes e Blanco (2010) verificaram que os alcoois superiores quantitativamente foram
o grupo de compostos volateis mais importantes, enquanto que os €steres etilicos, acetatos e
acidos graxos foram qualitativamente mais importantes.

No entanto, neste estudo, percebeu-se que a cepa UFLA CA-11, descrita pelo
fabricante como uma levedura que produz pouco aroma, foi maior produtora de alcoois
superiores, contudo foi a menos preferida. A cepa Fermol Aromatic que obteve uma maior
somatoria na producdo de ésteres, incluindo acetatos, nao obteve destaque entre as demais na
andlise olfativa. Sugere-se, portanto, que a interagao sinérgica dos compostos produzidos deve

prevalecer no aroma do produto.

Tabela 4. Resultado do teste ordenacdo por preferéncia aromdtica das amostras de quatro
fermentados de macas elaborados com diferentes cepas comerciais de leveduras S. cerevisiae.

Fermentados de macas Cepas de S. cerevisiae X das ordens
A Bouquet 108"
B Fermol Aromatic 114*°
C Arome Plus 109
D UFLA CA - 11 129°

NOTA: * = ndo ha diferenga significativa entre as amostras com mesma letra (ANOVA, p < 0,05).

A porcentagem de homens e mulheres que participaram da avaliacdo sensorial foi de
26,09 % e 73,91 %, respectivamente. Das pessoas que participaram da avaliagdo de
aceitabilidade do fermentado de maga, 71,74 % pertenciam a faixa etaria menor que 25 anos.
Do total de participantes, 86,96 % informaram idade inferior a 35 anos, caracterizando a
predominancia de publico jovem. E 48,89 % afirmaram que raramente consomem vinhos.

Observa-se que ndo existe diferenca significativa na preferéncia entre as amostras, mas
devido ao fato de a amostra produzida sob a agdo de S. cerevisiae Bouquet ter sido preferida

um maior numero de vezes, realizou-se o teste de aceitabilidade com este (Figura 3). A partir
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dos 50 julgamentos de teste analisados a média de aceitabilidade para a amostra foi de 4,7,
correspondendo a um percentual de 67,14%. A somatoria de respostas classificadas entre
gostei, gostei muito e gostei muitissimo soma 60%, sendo com isto a amostra considerada ndo
satisfatoria para o perfil dos julgadores.

Esta baixa aceitabilidade pode ser devido que o produto fermentado de maga obtido
com acdo da cepa S. cerevisiae Bouquet apresentou uma somatoria de ésteres detectados
significativamente mais baixa que a somatéria de alcoois. E sabe-se que os ésteres sdo os
compostos que mais influenciam na qualidade aromatica de bebidas fermentadas devido as
suas contribui¢des em notas frutais e florais. Os altos teores de etanol podem ter mascarado

percepgdes aromaticas que seriam positivas ao aroma final.

10,00 -
5!00 7 l
0,00 —— ‘ ‘ ‘

% de Respostas
- N N
3 o o
o o o
o o o

| | |

Desgostei Desgostei Desgostei Indiferente Gostei Gostei Gostei
muitissimo muito muito muitissimo

Niveis hedonicos

Figura 3. Distribuicdo das porcentagens de valores de aceitabilidade atribuidos ao fermentado de maga sob a
acdo da levedura S. cerevisiae Bouquet.

4. CONCLUSAO

As cepas Saccharomyces estudadas apresentaram [1] teores detectaveis de acetato de
1soamila, octanoato de etila e dlcool isoamilico que contribuem com notas frutais e doce; [2]
elevados teores de etanol no headspace; [3] a cepa S. cerevisiae Bouquet nao apresentou um
perfil de volateis no headspace agradavel na andlise sensorial olfativa e [4] uma baixa

somatoria de ésteres na amostra influencia negativamente na qualidade aromatica da bebida.
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CAPITULO IV: Avaliagdo dos compostos volateis do headspace de fermentados de

magca produzidos por fermentagdes mistas e sequenciais.
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AVALIACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DO HEADSPACE DE
FERMENTADOS DE MACA PRODUZIDOS POR FERMENTACOES MISTAS E
SEQUENCIAIS.

EVALUATION OF VOLATILE COMPOUNDS IN HEADSPACE OF APPLE WINE
PRODUCED BY MIST AND SEQUENTIAL FERMENTATION.

RESUMO
A fermentacao sequencial sob a¢ao de leveduras oxidativas e fermentativas tem sido proposta
como uma maneira de melhorar a qualidade de bebidas fermentadas. Neste trabalho foram
avaliadas fermentacdes mistas de Saccharomyces cerevisae com Hanseniaspora uvarum, € de
Saccharomyces cerevisae com Hanseniaspora guilliermondii, utilizando-se de inoculacdes
sequenciais diferenciadas. Foi utilizado mosto de mag¢a da cv. Gala e foi monitorado o
crescimento das cepas, parametros fisico-quimicos e cinéticos ao longo de 10 dias de
fermentagdo. A técnica de headspace foi utilizada para a extracdo dos compostos volateis, que
por cromatografia gasosa foram identificados e quantificados nos fermentados obtidos em de
cada ensaio realizado. Os resultados evidenciaram que houve uma boa interacdo entre as
leveduras fermentativas e oxidativas, pois os fermentados obtidos além de apresentarem grau
alcoolico adequado, mantiveram a presenca de acucares residuais, caracteristica desejavel ao
produto. Os compostos volateis identificados, foram principalmente do grupo dos ésteres,
considerados responsaveis por aromas frutais e florais, que contribuem para a qualidade
aromatica da bebida. Desta forma, os ensaios de culturas mistas, revelaram a possibilidade de

obter um produto de boa qualidade sensorial.

Palavras—chave: Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, Hanseniaspora

guilliermondii, volateis, fermentagao.

ABSTRACT
Fermentation sequential under on action of oxidative and fermentative yeasts has been
proposed as a way to improve the quality of fermented beverages. In this study it was
evaluated mixed fermentations with Saccharomyces cerevisiae and Hanseniaspora uvarum,
Saccharomyces cerevisiae and Hanseniaspora guilliermondii, using differents sequential
inoculations. It was used the apple must from cv. Gala and it was monitored the strains
growth, the physico-chemical and kinetic parameters along the 10 days of fermentation. The

headspace technique was used for the extraction of volatile compounds, that were identified
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and quantified by gas chromatography in the fermented obtained in each test performed. The
results showed that there was good interaction between fermentative and oxidative yeasts,
beyond the fermented obtained presenting adequate alcoholic content, maintained the
presence of residual sugar, desirable feature to the product. The volatile compounds identified
were mainly of the group esters, held responsible for fruity and floral aromas, which
contribute to the aromatic quality of the beverage. In this way, tests of mixed cultures,

revealed the possibility of obtain a product with good sensory quality.

Keywords:  Saccharomyces  cerevisiae, — Hanseniaspora  uvarum, Hanseniaspora

guilliermondii, volatiles, fermentation.

1. INTRODUCAO

A producao de sidra francesa, considerada a melhor do mundo, ocorre em duas fases,
sendo a primeira chamada de oxidativa e posteriormente a fase fermentativa. A atividade
inicial das leveduras oxidativas ¢ considerada importante para o perfil aromatico dos vinhos,
devido ao fato destas leveduras serem responsaveis por diferentes reacdes enzimaticas
desenvolvendo uma ampla quantidade de produtos finais volateis e nao volateis (NOGUEIRA
et al., 2003; ROMANO et al., 2003; CIANI et al., 2006; DOMIZIO et al., 2007).

A fermentacdo mista de leveduras Saccharomyces e ndo-Saccharomyces (oxidativas)
tem recebido muita atencdo devido a sua habilidade de prover caracteristicas individuais de
flavour ao produto final. O efeito da interagdo de levedura oxidativa e fermentativa na
fermentagdo da sidra se mostrou eficiente na produ¢do de aromas se for ajustado o tempo de
in6culo das duas leveduras. A interagdo levedura-levedura influencia o crescimento das cepas,
impactando na eficiéncia do processo e qualidade do produto final. A fermentacdo mista com
tempos de inoculagdo corretamente ajustados resulta em uma melhor eficiéncia de conversao
alcodlica (3,47%), com teores de acgtcares residuais (3,88%) agradaveis para o produto final e
um tempo de fermentagdo viavel para o processo (XU et al., 2006).

Com relacao aos compostos volateis do produto fermentado, os ésteres sdo descritos
como os melhores contribuintes para caracteristicas de odor frutado no bouquet do vinho.
Esteres de acetato como acetato de etila, acetato de hexila, acetato de isoamila e acetato de 2-
fenil-etila sdo importantes compostos do flavour dos vinhos e outras bebidas alcodlicas, e
podem ser formados em concentragdes relativamente altas por leveduras oxidativas (RAPP e

MANDERY, 1986; ROJAS et al., 2003).
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As leveduras do género Hanseniaspora sdo as melhores produtoras de ésteres de
acetato, principalmente acetato de 2-fenil-etila, quando comparada com os géneros Cdndida,
Pichia, Saccharomyces, Torulaspora e Zygosaccharomyces (VIANA, 2008). Em
fermentagdes mistas, Xu et al. (2006) encontraram que as cepas de Hanseniaspora valbyensis
produzem altos teores de etil-ésteres e as cepas de Saccharomyces cerevisiae produzem altas
quantidades de 4lcoois, e o resultado final destes teores ¢ uma contribui¢do positiva no
produto final. Os maiores ésteres formados sdo etil-acetato e fenil-etil-acetato (considerados
0s maiores impactantes no aroma); € os alcoois sao alcool isoamilico e alcool isobutilico.

A maior parte dos trabalhos sobre o processamento e a qualidade da sidra no Brasil,
tem sido desenvolvida por enologos contratados pelas industrias interessadas na
comercializacdo das frutas, visando o processamento das macgas de descarte (NOGUEIRA et
al., 2007). Assim, encontra-se uma lacuna na elaboracdo de fermentado de maca nas
condi¢des brasileiras de processamento, com a utilizagdo de fermentagdes com cepas
oxidativas e fermentativas, em inoculagdes sequenciais.

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a ag¢do de leveduras oxidativas e
fermentativas em fermentacdes mistas e sequenciais nos compostos volateis e parametros

fisico-quimicos, assim como a andlise sensorial dos produtos obtidos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS BIOLOGICOS

Foram utilizadas amostras de macas da cultivar Gala (90 Kg) obtidas no comércio
local da cidade de Ponta Grossa, Parana.

A levedura fermentativa utilizada foi Saccharomyces cerevisiae Bouquet (Fabricante
AEB Group). As leveduras oxidativa: Hanseniaspora uvarum ¢ Hanseniaspora guilliermondii
foram doadas pela Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — Campus Londrina e depois
de identificadas foram conservadas em tubos inclinados contendo yeast malt agar (YMA) a
temperatura de 7-10°C. Os meios de cultura, reativos e padrdes utilizados nas analises foram

de pureza comprovada.

2.2 METODOS
2.2.1 Processos
Processamento do mosto de macd. As magas foram selecionadas, lavadas e

sanitizadas mantendo-as submersas por 40 minutos em solu¢do de bicarbonato de sodio a
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6000 mg.L™" e depois por 5 minutos & 5°C em solugdo de hipoclorito a 150 mg.L". Depois de
enxaguadas em agua corrente foram trituradas em microprocessador (Processador Metvisa,
Tipo MPA) e a massa ralada foi acondicionada em pacotes de tela plastica porosa que apds
superpostos, foram submetidos a uma pressdo de 3,0 kgf.cm™ (Prensa hidraulica Eureka,
Hoppe Ind. Ltda, Brasil) durante 5 minutos. O mosto obtido foi despectinizado com pectinase
(Pectinex Ultra SP, Novozymes do Brasil), a uma concentragao de 3,0 mL.hL™" (120 minutos
a 20-25°C) e, ap6s sedimentagdo, trasfegado, filtrado em papel filtro qualitativo, envasado em
garrafas de vidro ambar de 600 mL, lacradas com tampa metalica e pasteurizado (98°C / 30
min) (WOSIACKI et al., 1989).

Processamento do Fermentado de Maca. O mosto clarificado foi acondicionado em
fermentadores de vidro de 1450 mL com volume ttil de 1200 mL, esterilizados em autoclave
(121°C / 15 min) (Figura 1). No mosto foi adicionado 0,01% do antibiodtico cloranfenicol
(99%, Fornecedor Henrifarma) para controle do crescimento bacteriano. As leveduras foram
inoculadas com uma populagio inicial de aproximadamente 4,0x10° ufc.mL™” para cepas
oxidativas e 2,0x10° ufc.mL™ para cepas fermentativas, sendo os seguintes ensaios:

- Ensaio 1: indculo de leveduras oxidativas e fermentativas simultaneamente
(processo misto);

- Ensaio 2: inoculo de leveduras oxidativas no tempo 0 e de leveduras fermentativas
no tempo de 1 dia;

- Ensaio 3: indculo de leveduras oxidativas no tempo 0 e de leveduras fermentativas
no tempo de 2 dias;

- Ensaio 4: inoculo de leveduras oxidativas no tempo 0 e de leveduras fermentativas

no tempo de 3 dias.



85

“4)

(10)a
] | ]

g

(1)

=> =>
(125 e (1)

Figura 1. Esquema dos fermentadores em anaerobiose.

(1): Cilindro de gas carbonico para pressurizar sistema. (2): Manometro. (3): Tubulagdo de passagem de gas
carbonico pelo sistema. (4): Valvula de seguranca contra vazamento de gas. (5): Filtro de 0,20 um. (6): Tampa
rosca para entrada de saida de gas no fermentador. (7): Tampa de borracha para inoculagio das leveduras no
mosto. (8): Valvula de rosca para retirada de amostra. (9): Fermentador de 1450 mL. (10): Recipiente de
seguranga contra retorno de agua no sistema de fermentagdo. (11): Agitador magnético (Quinis). (12): Batoque
para manutengdo da anaerobiose no sistema de fermentagao.

Para atingir a populacao das leveduras do género Hanseniaspora foi utilizada uma
colonia isolada em YMA (Merck) e inoculada em 5 mL de Caldo GPBY — glucose peptone
broth yeast (Merck) e depois de 24h de incubagdo a 25 °C, esta cultura foi inoculada em 100
mL do mesmo caldo, passando pelo mesmo bindmio tempo/temperatura atingindo a
populacdo de aproximadamente 10'> ufc.mL™'. A partir desta populagio foi coletado um
volume suficiente para obter a populacdo desejada nos fermentadores. As cepas do género
Saccharomyces foram leveduras secas ativas re-hidratadas conforme especificagdes do
fabricante. Ao final, o mosto em fermentacao foi centrifugado a 10200 g e 5° C (Centrifuga
Himac CR21GII) durante 20 minutos sendo em seguida trasfegado, engarrafado e armazenado
em baixa temperatura (-18 °C).

Pontos de amostragem. Nos tempos de fermentacdo com 0, 1, 2, 3, 5, 7 e 10 dias
foram retirados 10 mL de amostras do fermentado para contagem de células; e nos dias 3, 5, 7
e 10 foram retirados 40 mL para andlises fisico-quimicas.

Antes da coleta das amostras o fermentado em cada fermentador era colocado sob
agitacdo na velocidade 3 do agitador (11) durante 20 minutos (Figura 1). A seguir, a saida do
fermentador destinada a coleta era desinfetada com alcool 70%, seguida de lavagem com 40
mL de 4dgua destilada para retirada do alcool residual, sempre com a tampa rosca (8) fechada.

Para a retirada das amostras o manometro (2) do cilindro de gas carbonico (1) era

aberto para que o aumento da pressdo interna de gas carbdnico nos fermentadores

proporcionasse condigdes para o fermentado subir no tubo de coleta ligado a valvula de rosca



86

(8) que era aberta. Os primeiros 7 mL do fermentado correspondentes ao volume total do tubo
interno do fermentador, eram desprezados, para afastar a possibilidade de coletar amostra nao
homogeneizada e permanente no interior de tal tubulacdo; a seguir realizava-se a coleta do
volume acima mencionado em tubos estéreis.

A cinética de fermentagdo foi calculada pelo monitoramento da perda de massa do
fermentado através da liberacdo de gas carbonico (CO,), com pesagens dos fermentadores em
balanca analitica (0,001 g de sensibilidade, Bell Engineering- Mark 1300) até peso constante a
temperatura de 20°C (BELY et al.1990; ROGER et al. 2002). A velocidade de fermentagao
foi obtida através da equagao:

V=ACO,/ At (Equagdo 1)

Onde:

V = Velocidade de fermentacao.

ACO, = Variagdo de produgao de CO; corrigida por equagdo de grafico.

At = Variacao de tempo.

2.2.2 Experimentos

Avaliagdo do efeito da fermentacdo mista e sequencial de leveduras fermentativas e
oxidativas no perfil volidtil de fermentados de magds. Para realizar a fermentacdo mista foi
colocado um inoculo inicial de 4,0x10° ufc.mL' da levedura oxidativa em quatro
fermentadores. A cepa fermentativa Saccharomyces cerevisiae Bouquet (Fabricante AEB
Group) foi sendo inoculada sequencialmente nos fermentadores no tempo 0 da fermentagao e
nos dias 1, 2 e 3 com populacdo inicial de 2,0x10° ufemL™. O experimento foi realizado com
Hanseniaspora uvarum e com Hanseniaspora guilliermondii. Foram avaliados os compostos

volateis do fermentado final (10° dia de fermentagao).

2.2.3 Analises Instrumentais

Coleta dos compostos volateis. A coleta foi realizada pelo método de headspace. O
frasco para headspace de capacidade de 40 mL, contendo 20 mL do fermentado ja
centrifugado e congelado, foi colocado em banho-maria a 25° C, onde permaneceu por pelo
menos 30 minutos. Antes de utilizar a seringa para cromatografia gasosa (SERINGA
MICROLITER DE 1000 uL — HAMILTON) a mesma foi lavada por trés vezes com ar e apos
agitacdo manual do frasco, o primeiro headspace coletado foi desprezado. Os compostos
volateis capturados na segunda coleta do headspace foram injetados diretamente no

cromatografo gasoso. Apos cada injegdo a seringa foi lavada com ar por pelo menos 20 vezes.
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Anadlise de compostos voldteis. Para identificacdo e quantificacdo dos compostos
volateis de sucos e fermentados de maga foi utilizado um Cromatografo Gasoso da marca
Shimadzu modelo GC-17A equipado com detector por ionizacdo de chama-FID e coluna
Capilar (Dimensodes: 0,32 mm x 1,0 um x 30 m, Supelco) localizado na Universidade Federal
do Parand. O nitrogénio foi usado como gas carreador com fluxo na coluna de 1,5 mL.min™, a
técnica de injecao foi split 1:5, a temperatura do forno foi programada para 40 °C (durante 5
minutos) com aumento de 20 °C.min" até 150 °C, permanecendo nesta temperatura por 5
minutos. A temperatura do injetor e do detector foi de 230 °C. Os compostos foram
identificados comparando o tempo de retengdo com os picos obtidos dos padrdes.

Os compostos padroes utilizados sdo de pureza comprovada e foram os seguintes:
acetaldeido, etanol, laurato de etila, alcool isoamilico, acetato de etila, acetato de isopropila,
acetato de propila, 2-metil-1-butanol, etil-isobutirato, acetato de isobutila, hexanona, etil-
butirato, 2-hexanol, lactato de etila, acetato de butila, acido butirico, 1-hexanol, acetato de
isoamila, propionato de isobutila, 2-heptanona, etil-propionato, 2-octanona, 2-octanol, etil-3-
hexanoato, acetato de hexila, 2-fenil-etanol, acido caprilico, succinato de dietila, octanoato de

etila e decanoato de etila.

2.2.4 Analises fisico-quimicas

Nos pontos 0, 3, 5, 7 e 10 dias foram realizadas analises de aciicares redutores
quantificados pelo método quimico cldssico de Somogyi-Nelson assim como os agucares
redutores totais (ART) apos a hidrolise da sacarose com HCl 1 N (50 °C / 5 min) e alcool
através do uso do ebulidmetro. A acidez titulavel total foi determinada por neutralizacao
com NaOH 0,1 N até pH 8,33 com fenolftaleina e calculada como acido malico, sendo
expresso em g.100 mL™, e a acidez volatil foi calculada como 4cido acético e expressa em
g.100 mL™. O nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjedhal (BARON et al.,1977;
IAL, 2008).

2.2.5 Anélises microbioldgicas

As amostras dos fermentados de mac¢a foram coletadas e preparadas para contagem
microbioldgica conforme recomendado por Silva et al. (2010). Foram preparadas diluigdes
seriadas em agua peptonada a 0,1%, e semeadas em superficie, com alca de Drigalski, no
meio seletivo para leveduras oxidativas YA-LYS (Yeast agar — lisina) (NOGUEIRA, 2003) e

no meio agar malte que permite a diferenciacdo das colonias de fermentativas e oxidativas. As



88

placas foram incubadas a 25°C por 48 horas. Para a contagem foram consideradas as placas
que apresentaram de 25 a 250 colonias tipicas da levedura considerada, respeitando a dilui¢ao
correspondente. O resultado foi expresso em unidades formadoras de colonias por mL
(ufc.mL™). Estas anélises foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia da Universidade

Tecnologica Federal do Parand — Campus de Ponta Grossa.

2.2.6 Analise sensorial

Ensaio 1. Nos 4 produtos obtidos a partir de diferentes tempos de in6culo da cepa S.
cerevisiae Bouquet sobre a levedura oxidativa Hanseniaspora uvarum em fermentagdes mista
e sequenciais foram realizadas andlise olfativa de ordenacdo por preferéncia, segundo NBR
13.170 (ABNT, 1994), e teste de aceitagdo com escala hedonica de 7 pontos segundo
metodologia descrita por Faria e Yotsuyanagi (2002).

Ensaio 2. Nos 4 produtos obtidos a partir de diferentes tempos de indculo da cepa S.
cerevisiae Bouquet sobre a levedura oxidativa Hanseniaspora guilliermondii  em
fermentagdes mista e sequenciais foram realizadas andlise olfativa de ordenacdo por
preferéncia, segundo NBR 13.170 (ABNT, 1994), e teste de aceitagao com escala heddnica de
7 pontos segundo metodologia descrita por Faria e Yotsuyanagi (2002).

Ensaio 3. Foi realizado andlise olfativa de preferéncia pareada, segundo NBR 13.170
(ABNT, 1994), entre os dois produtos preferidos dos testes 1 e 2.

As fichas utilizadas na andlise sensorial estio no Anexo A. Para cada ensaio

participaram das analises 50 julgadores.

2.2.7 Analises estatisticas
Foram feitas analises de varidancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05)

para diferenciacdo de médias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os resultados fisico-quimicos do mosto (Tabela 1), pode-se dizer que, pelo
teor de nitrogénio, que na mag¢a estd na forma de aminoacidos, o mosto ¢ classificado com
elevado teor (>150 mg.L™") (NOGUEIRA et al., 2007). As leveduras Saccharomyces sp. e
nio-Saccharomyces utilizam no seu crescimento teores entre 50-70 e 30-40 mg.L"' de
nitrogénio, respectivamente (NOGUEIRA, 2003). Desta forma, esta concentracao de
nitrogénio total ndo caracteriza este nutriente como um fator limitante de crescimento,

existindo teor suficiente para inoculagdo das duas leveduras neste mosto, porém o seu residual
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pode afetar a estabilidade microbioldgica durante o armazenamento em bebidas que nao
receberam tratamento térmico, podendo ocorrer, alteracdes na qualidade do produto final
(LEA e DRILLEAU, 2003). Pode ser observado que o mosto de maca da cultivar Gala,
utilizado como meio de fermentagdo por leveduras apiculadas, apresentou baixo teor de
agucares (9,78 g.lOOmL'l) (Tabela 1), quando comparado com os resultados de Wosiacki et
al. (2008) que encontrou um valor médio para a mesma cultivar de 11,78 + 2,24 g.100mL™".
Isto atesta que o grau de maturidade da fruta utilizada para o processamento do suco nao
estava no seu estadio completo de maturagdo o que pode afetar o rendimento de etanol. A
acidez total expressa em acido mélico do mosto da cultivar Gala (0,28 g. IOOmL'l) classifica-o
como baixa acidez ou doce (PAGANINI et al., 2004). Este fator pode ser prejudicial para o
produto final, uma vez que valores maiores de acidez resultam em um fermentado com maior

frescor (NOGUEIRA e WOSIACKI, 2010).

Tabela 1. Resultados das andlises fisico-quimicas do mosto de maga da cultivar Gala.

Analises Resultados
Nitrogénio (mg.L™") 153,47+0,02
Acidez Total (g.100mL™" 4c. mélico) 0,34+0,004
Acidez Volatil (g.100mL™" 4c. acético) 0,02+0,008
Acucares redutores (g.100mL™) 9,23+0,09
Acucares redutores totais (g.100mL™) 9,78+0,05

No ensaio 1 ocorreu a maior contagem de S.cerevisae em ufc.mL™, evidenciando que
a presenca da H.uvarum, no inicio do processo fermentativo, incrementou o seu crescimento.
No entanto, para a cepa oxidativa a presenca da S.cerevisiae, ndo permitiu que a mesma
obtivesse sua maior populacdo em ufc.mL™, o que foi obtido apenas no ensaio 3, quando a
cepa fermentativa foi inoculada apds 2 dias de fermentacao. Estes resultados demonstram que
as duas cepas se comportam bem em ensaios multi-culturas, ndo existindo influéncia de uma
sobre a outra. E também percebe-se que a cepa H. uvarum foi tolerante aos teores de etanol no

final do processo.
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Figura 2. Contagem de células nos diferentes fermentados de maga realizados com diferentes tempos de indculo da
cepa S. cerevisiae sobre a cepa H. uvarum. A) Contagem de células de H. uvarum. B) Contagem de células de S.
cerevisiae.

Percebe-se que as leveduras Hanseniaspora uvarum nao sao suplantadas pelas
Saccharomyces até o 10° dia de fermentagdo, exatamente como ocorre em processo natural,
onde as S. cerevisiae estdo sob a influéncia de vérias cepas oxidativas (Figura 2). As cepas
alcancaram populacdes maximas ao redor de 10 ° ufc.mL™” para as oxidativas e fermentativas.
Os dados obtidos neste trabalho estdo em discordancia com Ciani et al. (2006), que analisando
fermentagdes mistas e sequenciais de H. uvarum/S. cerevisiae encontrou que a fermentagao
sequencial exibe uma persisténcia e uma quantidade de células maior do que fermentagdo
mista.

A cepa H. guilliermondii demonstrou um comportamento diferente de H. uvarum, pois
as cepas fermentativas alcancaram populacdo mais alta (aproximadamente 10" ufe.mL™)
(Figura 3). Também ndo ocorreu suplantacdo de células até o décimo dia de processo. O
diferencial foi uma diminui¢ao da populagao final de S. cerevisiae no ensaio 1 — fermentagao
mista. Estes resultados demonstram um alto crescimento de leveduras fermentativas, pois em
ensaios de fermentagdo puras estas cepas ndo chegam a atingir esta populagdo, ficando em
aproximadamente 10’ ufe.mL" (NOGUEIRA et al. 2007). E possivel verificar que estas duas
cepas também se comportam bem em fermentagdes mistas, € a levedura H. guilliermondii,

assim como a H. uvarum, tolerou os niveis de etanol no final do processo.
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Figura 3. Contagem de células nos diferentes fermentados de maca realizados com diferentes tempos de inoculo
da cepa S. cerevisiae sobre a cepa H. guilliermondii. A) Contagem de células de H. guilliermondii. B) Contagem
de células de S. cerevisiae.
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Analisando a evolu¢do de etanol na fermentagdo sequencial de H. uvarum + S.
cerevisiae (Figura 4B), percebe-se que o Unico ensaio que estabilizou o teor antes do 10° dia
foi o ensaio 1 — fermentagdao mista. Os outros ensaios continuaram produzindo etanol a partir
de agucar até¢ a finalizacdo do processo. Mesmo com os teores atingidos permaneceram
acucares residuais no produto. Todos os ensaios mantiveram agucares residuais no produto

final, sendo que o ensaio que teve maior teor residual foi o 3 (H. uvarum + S. cerevisiae 2d).
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Figura 4. Evolugao de agticares e etanol nos diferentes fermentados de maga realizados com diferentes tempos de
inoculo da cepa S. cerevisiae sobre a cepa H. uvarum. A) Evolugo dos agtcares redutores totais. B) Evolugao de
etanol.

Observa-se que para a evolucdo de etanol em H. guilliermondii + S. cerevisiae (Figura
5) todos os ensaios atingiram o teor maior que o processo permitiu no 10° dia sem perceptivel
estabilizagdo, e ainda permaneceram acucares residuais no produto. O ensaio 4 foi o que

manteve maior teor de acucares residuais (H. guilliermondii + S. cerevisiae 3 dias).
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Figura 5. Evolugao de agticares e etanol nos diferentes fermentados de maga realizados com diferentes tempos de
inoculo da cepa S. cerevisiae sobre a cepa H. guilliermondii. A) Evolugdo dos agucares redutores totais. B)
Evolugdo de etanol.

Percebe-se que a maior velocidade de fermentagdo foi obtida no ensaio 1 de H.
uvarum — fermentagdo mista (Tabela 2), provavelmente a agdo das duas leveduras juntas no

mosto favorece o andamento do processo fermentativo. Percebe-se também que a medida que
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aumentou o tempo de inoculagdo de S. cerevisiae no mosto, a velocidade de fermentacao foi
reduzida. Esta relacdo ndo ¢ perceptivel na relacdo de consumo de agticares X producgdo de
etanol, o que pode ser devido a producdo de metabdlitos secundarios do processo

fermentativo.

Tabela 2. Resultados de velocidade maxima dos fermentados de maca elaborados por fermentagéo sequencial de
leveduras H. uvarum com diferentes tempos de inoculo de S. cerevisiae Bouquet.

Ensaios (dias) V max (gC0O,.L".d") Tempo v max (dias)
0 11,91 2,75

1 9,32 3,5

2 8,05 4,25

3 7,46 7

Os resultados para velocidade da fermentagao realizada sob acao de H. guilliermondii
e S. cerevisiae foram semelhantes ao encontrado para fermentagdo sequencial com H. uvarum,
sendo a maior velocidade maxima encontrada no ensaio 1 — 0 dia, e esta é decrescente a
medida que aumenta o tempo de inoculacdo de S. cerevisiae. Neste ensaio ¢ possivel perceber
uma possivel relacao entre estes dados € o consumo de agtcares X produgdo de etanol, que

também decresce com o aumento do tempo de indculo de S. cerevisiae.

Tabela 3. Resultados de velocidade maxima dos fermentados de maga elaborados por fermentagéo sequencial de
leveduras H. guilliermondii com diferentes tempos de inoculo de S. cerevisiae Bouquet.

Ensaios (dias) V max (gCO,.L".d") Tempo v max (dias)
0 14,54 1,75

1 10,14 3

2 8,49 5

3 6,47 5

E possivel verificar a evolugdo dos compostos do mosto dos fermentados sequenciais
sob a acdo de leveduras H. uvarum e H. guilliermondii (Tabela 4 e 5). Verificando
primeiramente o teor de nitrogénio percebe-se que houve um consumo de aproximadamente
88 mg. L' para a cepa H. uvarum e 84 mgL’ para H. guilliermondii, estando em
concordancia com a literatura em todos os ensaios estudados (NOGUEIRA, 2003). Todos os
ensaios permaneceram com acucares residuais, sendo o ensaio de 2 dias o que menos
consumiu agucares durante o processo, mas contrariamente produziu um teor alto de alcool

quando comparado com 0s outros ensaios.
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Tabela 4. Resultados das analises fisico-quimicas (10°dia) dos fermentados de maga elaborados por fermentacdo
sequencial de leveduras H. uvarum com diferentes tempos de indculo de S.cerevisiae Bouquet.

Tempo de indculo de S. cerevisiae

Andlises 0 dia 1 dia 2 dias 3 dias
Nitrogénio (mg.L") 69,34£599"  69,34+5,09° 66,57+4,53° 63,79+4,53°
Acidez Total (g. 100mL" 4c. malico) 0,36+0,00* 0,38+0,02* 0,39+0,01*  0,32+0,00 b
Acidez Volatil (g.lOOrnL'1 ac. acético) 0,03+0,01 b 0,05+0,00* 0,05+0,00*  0,054+0,01%
Actcares redutores (g.100mL™) 0,78+0,03° 0,794+0,01°¢ 1,23+0,06° 1,51+0,01°
Acucares redutores totais (g.100mL™) 2,11+0,08° 2,27+0,02°¢ 4,04+0,02*  2,90+0,02°
Etanol (°GL) 6,3 6,7 6,5 4.8

NOTA: ***% = letras diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca significativa entre as quantidades
existentes nas amostras de fermentados (p < 0,05).

Houve um aumento no contetido de acidez expressa em acido malico nos ensaios
exceto no tempo de 3 dias na acdo de H. uvarum ¢ um aumento da acidez volatil devido a
sintese de acido acético e acetato de etila nos produtos fermentados. O composto acetato de
etila ndo foi identificado em todos os produtos resultantes de fermentagdes sequenciais, mas
foi identificado exatamente nos dois produtos em que ocorreu maior aumento, H.
guilliermondii + S. cerevisiae 0 dia e H. guilliermondii + S. cerevisiae 1 dia. As leveduras
Hanseniaspora sao conhecidas por serem altamente produtoras de &cido acético e acetato de

etila (CSOMA e SIPICZKI, 2008).

Tabela 5. Resultados das andlises fisico-quimicas (10°dia) do fermentados de maga elaborados por fermentacao
sequencial de leveduras H. guilliermondii com diferentes tempos de indculo de S.cerevisiae Bouquet.

Tempo de inéculo de S. cerevisiae

Andlises 0 dia 1 dia 2 dias 3 dias
Nitrogénio (rng.L'l) 64,72 +£2,62* 73,96+2,62" 68,42+3,46" 72,11+2.26°
Acidez Total (g.lOOrnL'1 ac. malico) 0,36 +0,00* 0,38+0,02° 0,39+0,01* 0,39+0,00"
Acidez Volatil (g.lOOmL'l ac. acético) 0,07+0,01* 0,06£0,01° 0,05+0,01* 0,05+0,01°
Acucares redutores (g.lOOmL'l) 0,18+0,007 d 0,40£0,004 ¢ 0,59+0,009 b 1,12+0,01°
Acucares redutores totais (g.100mL™) 1,66+£0,009 ¢ 1,57+£0,04° 2,40+0,03°  3,15+0,07°
Etanol (°GL) 6,5 6,3 6,5 5,9

NOTA: *™*% = letras diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca significativa entre as quantidades
existentes nas amostras de fermentados (p < 0,05).

O método de headspace permitiu captar poucos compostos quando comparado com
dados da literatura, que comentam que fermentagdes mistas e sequenciais favorecem a
formagdo de compostos aromaticos devido a agdo conjunta das cepas (Tabelas 6 ¢ 7). E
também perceptivel que o tempo de indculo da levedura S. cerevisiae sobre a levedura
oxidativa influencia no perfil de compostos j& que foram determinadas diferengas
significativas entre os compostos de cada ensaio. Estes resultados estdo em concordancia com
o trabalho de Xu et al. (2006) que analisaram a acdo de fermentagdes sequenciais com cepas

de H.valbiensys e S. cerevisiae sobre 0s compostos aromaticos.
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Segundo Rodriguez et al. (2010) as fermentagdes sequenciais de vinhos utilizando
leveduras fermentativas e oxidativas tiveram maior producdo de alcoois superiores e de
¢ésteres. A analise sensorial evidenciou que os vinhos obtidos de fermentagdes puras ou
simultaneas foram estatisticamente iguais. Eles foram caracterizados como aroma de solvente,
forte, levemente frutal e floral. J4 as fermentagdes sequenciais foram descritas como
intensamente frutais e florais, e levemente notas de solvente. Neste trabalho observou-se que
os tempos de inoculagdo de S. cerevisiae de 1 e 3 dias apresentaram teores detectaveis de
acetaldeido, normalmente conhecido como um subproduto da fermentagdao alcodlica e sua
produgdo pode ser influenciada pela cepa de levedura (Tabela 6). Em concentragdes menores
o acetaldeido contribui com notas frutais, entretanto em altas concentragdes (>200 mg.L'l)
este composto influencia negativamente o aroma do vinho (GIL et al. 2006).

Segundo Garden-Cerdan e Ancin-Azpilicueta (2006), as cepas selvagens ou nao-
Saccharomyces pouco contribuem para a formacdo de alcool isoamilico (composto que
contribui para o aroma frutal), o que ¢ contraditério aos resultados deste trabalho, pois os
teores de alcool isoamilico aumentaram com o aumento do tempo de inoculacao da levedura
fermentativa, o que sugere que um maior tempo de acdo das leveduras oxidativas favorece a
formagao deste composto. A amostra de 0 dia (fermentagdo mista) ndo apresentou teores
detectaveis de 2-octanona e etil-3-hexanoato, a amostra de tempo 3 dias para inoculacao de S.
cerevisiae ndo apresentou teores detectaveis de acetato de propila. As amostras de 2 e 3 dias
ndo apresentaram octanoato de etila e decanoato de etila, sendo que este compostos sdao

altamente contribuintes ao aroma final com notas frutais (CORTES e BLANCO, 2010).
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Tabela 6. Concentragdo dos compostos volateis detectados nas amostras de quatro fermentados de maga
elaborados por fermentagdo sequencial de H. uvarum com diferentes tempos de inoculo de S. cerevisiae.

H uvarum + S.cerevisiae

Compostos Volateis 0 dia 1 dia 2 dias 3 dias
Esteres

Acetato de propila 0,06" 0,08 0,07 0,10"
Decanoato de etila 0,152 0,08° nd nd
Etil-3-hexanoato nd 0,08 0,08 0,10%
Octanoato de etila 0,08 0,08 nd nd
Aldeidos

Acetaldeido nd 0,06 nd 0,06
Alcoois

Alcool isoamilico 0,38 ¢ 3,31°¢ 527° 6,137
Etanol 27,53 ¢ 67,67° 63,29° 5337°¢
1-hexanol 0,18° 0,37 0,37 0,33
Cetonas

2-octanona nd 0,08 0,06 0,06
N3ao identificados

1 0,11° 0,19° 0,19° 0,13°
2 nd nd 0,09 nd

3 0,09° nd 0,37° 0,92°
TOTAL 28,58 71,93 69,79 61,20
NOTA: nd = nio detectado, * mg equivalente de etanol.L” de headspace; ***® = letras diferentes na mesma

linha indicam que ha diferenca significativa entre as quantidades existentes nas amostras (p < 0,05).

Existe uma grande variacdo na somatdria de teores de compostos volateis, a amostra
de 1 dia (maior somatdria) possui uma concentragao total 2,5 vezes maior que a amostra 0 dia
(menor somatoria), mas ainda assim ndo foi considerada a preferida, o que comprova que o
importante para uma qualidade aromatica ¢ a combinagdo de compostos com contribui¢ao
aromatica favoravel, e ndo a quantidade de compostos existentes.

Analisando os resultados de volateis para fermentacao sequencial sob acao da cepa H.
guilliermondii (Tabela 7), percebe-se que a amostra de 1 dia para inoculacao de S. cerevisiae
apresentou os maiores teores de etanol. As amostras de 1, 2 e 3 dias ndo apresentaram teores
detectaveis de acetato de propila. As amostras 0, 1 e 3 dias ndo apresentaram acetato de
isoamila, que ¢ um composto influente para o aroma de bebidas fermentadas, com notas
frutais e doce.

A concentragdo do acetato de etila ¢ influenciada pelo contetido de acido acético,
assim suas maiores concentragdes foram detectadas nos produtos com maiores teores desse
acido, 0 e 1 dia.

Nestes resultados também se encontrou que a quantidade total nem sempre ¢ sindbnimo
de melhor qualidade, pois a amostra que foi considerada preferida na anélise sensorial olfativa

ndo possui a maior somatoria de compostos volateis detectados.
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Tabela 7. Concentragdo dos compostos volateis detectados nas amostras de quatro fermentados de maga
elaborados por fermentagdo sequencial de H. guilliermondii com diferentes tempos de indculo de S. cerevisiae.

H guilliermondii + S.cerevisae

Compostos Volateis 0 dia 1 dia 2 dias 3 dias
Esteres

Acetato de etila 0,13° 0,44° nd nd
Acetato de isoamila nd nd 0,17 nd
Acetato de propila 0,06 nd nd nd
Alcoois

Alcool isoamilico 0,15°¢ 0,39° 0,62° 0,55*°
Etanol 29,65° 38,17° 27,38°¢ 24,91°
1-hexanol 0,20° 0,22° nd 0,11°
Naio identificados

1 0,12° 0,14° nd nd

2 nd nd nd 0,11

3 0,75° 0,18° nd 0,22°
TOTAL 31,06 39,54 28,17 25,90
NOTA: nd = nio detectado, * mg equivalente de etanol.L” de headspace; ***® = letras diferentes na mesma

linha indicam que ha diferenca significativa entre as quantidades existentes nas amostras (p < 0,05).

Na Tabela 8 estdao apresentados os resultados de compostos volateis do mosto usando
como método de coleta o headspace. Foram quantificados 3 compostos mas estes nao foram
identificados, o que pode ser devido a falta de padrdes analisados destes compostos, ou pelo
proprio processo de pasteurizagdo. Isto comprova que todos os compostos que foram
identificados nos produtos fermentados foram provenientes do metabolismo secundario das
leveduras. Diversos estudos tém demonstrado que o processo de pasteurizagcdo pode causar
perdas de compostos volateis tanto no suco de maca quanto na sidra. Nesse sentido Janzantii
et al.(2003), registraram perda total de octanoato de isoamila e de mais de 15 compostos nao
identificados em seus experimentos em suco clarificado de ma¢a Fuji. J4 Boylston et al.
(2003) realizaram estudos em sidra e concluiram que a pasteurizagdo realmente afeta os

atributos sensoriais da bebida.

Tabela 8. Concentracao de compostos volateis no mosto de maga.

Composto volatil Concentraciao*
N
0,09
N
0,08
N
0,16

NOTA: N = nio identificado, * mg equivalente de etanol.L" de headspace.

A inclusdo de leveduras oxidativas nas fermentacdes de bebidas tem sido sugeridas

como uma proposta de melhoria na complexidade aromética destes produtos (CIANI et al.,
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2006). Segundo Xu et al. (2006) a fermentagdo mista com tempos de inoculacdo
corretamente ajustados resulta em melhores caracteristicas para o produto final.

Avaliando, neste trabalho, o tempo ideal de inoculagdo da cepa Saccharomyces sobre
a cepa Hanseniaspora uvarum segundo o parametro sensorial (Tabela 9), foi observado que o
tempo de 1 dia teve a maior somatoria de notas sendo o menos preferido dos julgadores e o
tempo de 2 dias teve a menor nota sendo o mais aromatico, mas de acordo com a andlise

estatistica, ndo houve diferenca significativa entre as amostras.

Tabela 9. Resultado do teste de ordenacdo por preferéncia das amostras de quatro fermentados de maga
elaborados por fermentacgdo sequencial de H. uvarum com diferentes tempos de indculo de S. cerevisiae.

Fermentados de maca Indculo de S. cerevisiae X das ordens
(dias)
A 0 132°
B 1 142°
C 2 128*°
D 3 133

NOTA: * = ndo ha diferenga significativa entre as amostras com mesma letra (ANOVA, p < 0,05).

Analisando os resultados do teste sensorial de H. uvarum + S. cerevisiae verificou-se
que a porcentagem de homens e mulheres que participaram da avaliacao sensorial foi de 27,78
% e 72,22 %, respectivamente. Das pessoas que participaram da avaliacdo de aceitabilidade
do fermentado de maga sobre a agdo destas leveduras, 50,00 % pertenciam a faixa etaria
menor que 25 anos. Do total de participantes, 72,22 % informaram idade inferior a 35 anos,
caracterizando a predominancia de publico jovem. E 40,00 % afirmaram que raramente
consomem vinhos.

Observa-se que nao existe diferenga significativa na preferéncia entre as amostras, mas
devido ao fato da amostra produzida sob a acdo de H. uvarum + S. cerevisiae 3° dia ter sido
preferido um maior ntimero de vezes, realizamos o testes de aceitabilidade com este produto.
A média de aceitabilidade para a amostra foi de 4,98 (50 julgamentos), correspondendo a um
percentual de 71,14%. Considerando como resultados positivos para o teste de aceitabilidade
os niveis heddnicos gostei, gostei muito € gostei muitissimo, a somatoria de respostas nestas
classificagdes foi de 62%, ndo atendendo assim o perfil dos julgadores (Figura 6). Este
resultado pode estar relacionado a uma baixa somatoria de €steres e alta somatoria de alcoois
nesta amostra, sugerindo que os ésteres sdo compostos mais impactantes na analise olfativa de

bebidas fermentadas.
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Figura 6. Distribuicdo das porcentagens de valores de aceitabilidade
atribuidos ao fermentado de maga sob a acdo da fermentagdo sequencial de
H. uvarum + §. cerevisiae 3° dia.

Avaliando tempo ideal de inoculagdo da cepa Saccharomyces sobre a cepa H.
guilliermondii, sob o parametro sensorial (Tabela 10) percebemos que o tempo de 3 dias
obteve maior somatdria sendo o menos preferido pelos julgadores. J4 o tempo de inoculagdo
de 1 dia foi considerado o melhor aroma, mas segundo as andlises estatisticas nao houve

diferenca significativa entre as amostras.

Tabela 10. Resultado do teste de ordenagdo por preferéncia das amostras de quatro fermentados de macga
elaborados por fermentagdo sequencial de H. guilliermondii com diferentes tempos de indculo de S. cerevisiae.

Fermentados de maca  H. guilliermondii + §. cerevisiae Y. das ordens
(dias)

A 0 131°

B 1 124°

C 2 126°

D 3 139°

NOTA: * = ndo ha diferenga significativa entre as amostras com mesma letra (ANOVA, p < 0,05).

Entre os resultados da anélise sensorial das cepas H. guilliermondii + S. cerevisiae a
porcentagem de homens e mulheres que participaram da avalia¢do sensorial foi de 21,15 % e
78,85 %, respectivamente. Das pessoas que participaram da avaliacdo de aceitabilidade do
fermentado de maca, 56,25 % pertenciam a faixa etdria menor que 25 anos. Do total de
participantes, 83,33 % informaram idade inferior a 35 anos, caracterizando a predominancia
de publico jovem. E 44,68 % afirmaram que raramente consomem vinhos.

Observa-se que ndo existe diferenca significativa na preferéncia entre as amostras, mas

devido ao fato da amostra produzida sob a agdo de H. guilliermondii + S. cerevisiae 0d ter
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sido preferido um maior nimero de vezes, realizamos o teste de aceitabilidade com este
produto. A média de aceitabilidade para a amostra foi de 4,90 (50 julgamentos),
correspondendo a um percentual de 70,00%. A somatoria das respostas nos niveis gostei,
gostei muito e gostei muitissimo alcangou o valor de 70%, e pode-se assim declarar que esta
amostra ¢ adequada ao perfil dos julgadores.

Este resultado sugere que existe uma relagdo entre a quantidade total de ésteres e
alcoois na amostra, pois neste caso a somatoria de ésteres foi maior e a somatoria de alcoois

foi menor do que na bebida considerada preferida da fermentagao sequencial de H. uvarum +

S. cerevisiae.
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Figura 7. Distribuicdo das porcentagens de valores de aceitabilidade
atribuidos ao fermentado de maga sob a acdo da fermentacdo sequencial de
H. guilliermondii + S. cerevisiae 0d.

Para confirmar o pressuposto anteriormente, foi realizada uma anélise de preferéncia
pareada entre as duas amostra preferidas nos ensaios anteriores. E, analisando a comparacao
entre as duas amostras (Tabela 11) ¢ possivel observar que a fermentagao sequencial com H.
guilliermondii foi considerada a mais aromatica pelos julgadores, pois obteve maior

preferéncia na somatoria de pontos.

Tabela 11. Resultado do teste de preferéncia pareada das amostras de dois fermentados de maga elaborados pela
acdo de fermentacdes sequenciais com diferentes cepas oxidativas e tempos de indculo de S. cerevisiae.

Fermentados de maca Y das ordens
H. uvarum + S. cerevisiae 3d 18*
H. guilliermondii + S. cerevisiae 0d 32°

NOTA: *® = ha diferenca significativa entre as amostras com letras diferentes (ANOVA, p < 0,05).
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4, CONCLUSAO

As fermentagdes sequenciais realizadas sob acdo das cepas H. uvarum + S. cerevisiae
e H. guilliermondii + S. cerevisiae apresentaram [1] boa interacdo entre leveduras
fermentativas e oxidativas sem apresentar competicdo no crescimento, [2] as leveduras
oxidativas apresentaram resisténcia a teores de etanol de até 6,7° GL, [3] a fermentacao
sequencial realizada sob acdo de H. guilliermondii + S. cerevisiae 0d apresentou compostos
volateis com boa aceitacdo na analise sensorial olfativa e [4] uma maior somatoria de ésteres

do que de alcoois ¢ mais agradavel na analise aromatica.
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CAPITULO V
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1. CONSIDERACOES FINAIS

As cepas de Hanseniaspora apresentaram teores detectaveis de acetaldeido e alcool
isoamilico que contribuem com notas frutais no aroma do produto. Sendo que a cepa H.
guilliermondii apresentou altos teores detectaveis de propionato de isobutila e laurato de etila
que contribuem com notas aromaticas de rum e florais respectivamente.

As cepas Saccharomyces estudadas ndo apresentaram compostos volateis com
aceitabilidade na andlise sensorial olfativa, em contrapartida foram as cepas que apresentaram
as maiores concentracoes de ésteres totais em seus compostos volateis, mas também com altos
teores de alcoois no produto.

As fermentacdes sequenciais realizadas sob agdo das cepas H. uvarum + S. cerevisiae
e H. guilliermondii + S. cerevisiae apresentaram como caracteristica particular de seus
compostos volateis a formagdo do composto 1-hexanol e também o alcool isoamilico que
contribui com notas frutais, sendo que este tltimo composto teve sua concentragdo aumentada
com o aumento do tempo de inoculagdo de S. cerevisiae. As amostras produzidas sob acdo de
H. uvarum + S. cerevisiae ap6s 1, 2 e 3 dias tiveram os maiores teores de etanol no
headspace. Os produtos resultantes apresentaram boa aceitabilidade na andlise sensorial
olfativa.

A presenga de ésteres no perfil de aromas contribuiu para a qualidade aromaética de
bebidas fermentadas. Estes compostos quando presentes simultaneamente com altas
concentracoes de alcoois acabam sendo mascarados, nao resultando em boa aceitagdo
aromatica.

A amostra produzida sob a acdo de fermentagdo pura com a levedura Hanseniaspora
guilliermondii apresentou melhor resultado de aceitabilidade na analise sensorial olfativa em
todos os produtos avaliados neste trabalho. A particularidade desta amostra foi um alto teor de

¢ésteres totais em baixa presenca de alcoois.
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ANEXO A — Modelos de fichas para Analise Sensorial Olfativa

Nome:
Sexo: ()F Idade: ( )<25( )26-35( ) 36-50( ) >50
()™

Com que frequiéncia consome vinhos?
( ) sempre

( ) frequentemente

( ) raramente

( ) nunca

Avalie o aroma das amostras codificadas de fermentado de magéa (esquerda para a direita) e
cologque-as em ordem de sua preferéncia:

+ preferida - preferida

Comentdrios:

(A)
Nome:

Sexo: ()F Idade:
()™M

Avalie a amostra codificada e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou
desgostou:

7 — Gostei muitissimo

6 — Gostei muito

5 — Gostei

4 — Ndo gostei nem desgostei
3 — Desgostei

2 — Desgostei muito

1 — Desgostei muitissimo
Comentarios:

(B)

Nome:
Sexo:

()F Idade: ( )<25( )26-35( ) 36-50( )>50
()™

Com que freqiiéncia consome vinhos?

() sempre

( ) frequentemente

(

(

) raramente
) nunca

Por favor, avalie o aroma das amostras codificadas de fermentado de maga (esquerda para
direita) e faga um circulo no aroma da amostra de sua preferéncia:

Comentarios:

©
Figura 2: Modelos de fichas utilizadas na analise sensorial olfativa dos
quatro diferentes fermentados de macd. (A) Ficha para analise de
Ordenagdo por Preferéncia. (B) Ficha para Teste de Aceitagdo. (C)
Ficha para analise de Preferéncia Pareada.
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