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“Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo para todo o prop6sito debaixo
do céu.
Ha tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de plantar, e tempo de arrancar
0 que se plantou;

Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de derrubar, e tempo de edificar;
Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear, e tempo de saltar;
Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras; tempo de abracar, e
tempo de afastar-se de abracar;

Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de guardar, e tempo de lancar fora;
Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de estar calado, e tempo de falar;
Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e tempo de paz”

Eclesiastes 3:1-8


http://www.bibliaonline.com.br/acf/ec/3/1-8

RESUMO

Bebidas fermentadas a partir de diferentes frutas estdo sendo
desenvolvidas como alternativa para evitar desperdicios pds-colheita, bem como
proporcionar efeitos benéficos para a saide humana, inclusive para a prevencao e
o tratamento de doencas. Os objetivos, neste trabalho, foram elaborar bebidas
fermentadas de diferentes frutas, cagaita (Eugenia ysenterica), jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba) e pitaya (Hylocereus undatus), determinar o potencial
antioxidante dos fermentados e avaliar o potencial do fermentado alcodlico de
jabuticaba para a producdo de vinagre com bactérias acéticas imobilizadas. Na
primeira parte deste estudo, para a produgéo de bebidas fermentadas, utilizou-se a
levedura Saccharomyces cerevisiae CCMA 0200 e as fermentagbes foram
monitoradas diariamente, avaliando-se o nimero de células viaveis em suspensao,
pH, grau Brix e analises cromatogréficas. Ao final da fermentacdo, as bebidas
foram analisadas quanto ao teor de compostos fendlicos totais, atividade
antioxidante in vitro, DPPH, FRAP e quantificagdo dos compostos fendlicos
individuais. Os teores de etanol ao final do processo fermentativo foram de 62,26
g.L? (7,9 °GL) no mosto de cagaita, de 67,3 g.L? (8,5 °GL) no mosto de
jabuticaba e de 75,2 g.L?! (9,5 °GL) no mosto de pitaya. Pela analise de
componente principal (PCA) foi possivel diferenciar os trés fermentados de frutas
de acordo com 25 compostos volateis quantificados: aldeidos, alcool, alcoois
superiores, terpeno, acetato, dieter, furano, acidos graxos volateis, cetona e etil
éster. O fermentado de cagaita se destacou por apresentar maior contetdo de
fendlicos totais, capacidade de sequestrar radicais livres DPPH, além do poder
redutor avaliado pelo método FRAP. Na segunda parte do trabalho foi elaborado o
vinagre de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba). Para isso, primeiramente, foi
realizada a fermentagdo alcodlica e, em seguida, a fermentagdo acética, para a
producdo de vinagre, utilizando cultura mista de bactérias acéticas imobilizadas
Acetobacter aceti (CCT 0190) e Gluconobacter oxydans (CCMA 0350). O vinho
obtido apresentou 74,78 g.L! de etanol, ap6és 168 horas de fermentacdo. O
rendimento de &cido acético foi de 74,4% e a produtividade, de 0,29 g.L.h?. As
quantidades de acido citrico (6,67 gL™), malico (7,02 gL™?) e do 4cido succinico
(5,60 gL 1) no vinagre foram particularmente altas. Estes acidos organicos sdo
importantes para conferir sabor e aroma ao vinagre. Os fermentados cagaita,
jabuticaba e pitaya tém polifendis e apresentaram capacidade antioxidante, sendo,
portanto, fontes de substancias bioativas. O vinagre pode ser produzido com
sucesso a partir do fermentado alcodlico de jabuticaba, utilizando cultura mista de
A. aceti e G. oxydans imobilizadas.

Palavras-chave: Fermentagdo Alcodlica. Fermentacdo acética. Atividade
Antioxidante. Polifendis.



ABSTRACT

Fermented beverages from different fruits are being developed as an
alternative to avoid postharvest waste, as well as providing beneficial effects to
human health, including the prevention and treatments of diseases. The
objectives of this work, were create fermented beverages from different fruits as
cagaita (Eugenia ysenterica), jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) and pitaya
(Hylocereus undatus), determine the antioxidant potential of fermented and rate
the fermented alcoholic jabuticaba potential for the production of vinegar with
immobilized acetic bacteria. In the first stage of the study, to produce the
fermented beverage was used the yeast Saccharomyces cerevisiae CCMA 0200
and the fermentations were monitored daily, assessing the number of viable cells
in suspension, ph, degree Brix and chromatographic analysis. In the end of
fermentation, the drinks were analyzed for their content of phenolic compounds,
antioxidant activity in vitro, DPPH, FRAP and quantitation of individual
phenolic compounds. The content of ethanol at the end of the fermentation
process were: 62,26 g.L* (7,9 °GL) in cagaita juice, 67,3 g.L? (8,5 °GL) in
jabuticaba juice and 75,2 g.L* (9,5 °GL) in pitaya juice. By principal component
analysis (PCA), it was possible to differentiate the three fermented fruit
according to 25 quantified volatiles: aldehydes, alcohol, higher alcohols,
terpene, acetate, dieter, furan, volatile fatty acids, ketone and ethyl ester. The
Cagaita fermented stood out with higher content of total phenolic ability to
attract free radicals DPPH ,in addition to reducing power measured by FRAP
method. In the second stage of the study, was produced the jabuticaba vinegar
(Myrciaria jaboticaba). Firstly, alcoholic fermentation was realized, and then,
acetic fermentation, to the vinegar production, using mixed culture of
immobilized acetic bacteria Acetobacter aceti (CCT 0190) and Gluconobacter
oxydans (CCMA 0350). The wine obtained show 74.78 g.L -1 of ethanol, after
168 hours of fermentation. The yield of acetic acid was 74,4% and productivity
0,29 g.L™.h* The amounts of citric acid (6.67 g L ), malic acid ( 7.02 g L %)
and succinic acid (5.60 g L 1) in the vinegar were particularly high. These
organics acid are important to give taste and flavour to the vinegar. Fermented
cagaita, jabuticaba and pitaya have presented polyphenols and show antioxidant
capacity; therefore, they are sources of bioactive substances. The vinegar can be
successfully produced from jabuticaba fermented alcoholic using mixed culture
of A. aceti and G. oxydans immobilized.

Keywords: Alcoholic Fermentation. Acetic fermentation. Antioxidant activity.
Polyphenols.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Microrganismos tém sido utilizados em diversos processos
biotecnoldgicos para a producdo de alimentos por um longo periodo de tempo.
Atualmente, alguns alimentos fermentados sdo industrializados e fazem parte da
dieta da populacdo de quase todo mundo, como, por exemplo, pdo, queijo,
iogurte, vinagre, bebidas fermentadas (cerveja, vinho) e fermentadas/destiladas
(cachaga, tequila, uisque).

Tradicionalmente, a fermentacdo de vinhos é proveniente do mosto de
uva, matéria-prima principal desta produgdo. No entanto, bebidas fermentadas
de outras frutas constituem produtos promissores, devido a tendéncia de
aceitacdo em pesquisas de consumo. Além de contribuirem para a reducdo de
perdas pds-colheita de frutos pereciveis, € uma tecnologia eficiente e de baixo
custo, tornando-se uma das alternativas para o aproveitamento de frutos.

A transformacdo das frutas em bebidas fermentadas é um processo
biotecnoldgico, no qual principalmente as leveduras utilizam os nutrientes do
mosto para crescimento, com a producdo varios metabolitos, convertendo um
liquido agucarado numa solugdo de agua-alcool com sabor e aroma agradavel.
Diversas frutas tém sido utilizadas para a producéo de fermentados alcoolicos,
como, por exemplo, caja (Spondias mombin L.) (DIAS; SCHWAN; LIMA,
2003), cacau (Thebroma cacao L.) (DIAS et al., 2007), cupuacu (Theobroma
grandiflorum), jabuticaba (Myrciaria jaboticaba), umbu (Spondias tuberosa
Arruda) (DUARTE et al., 2010a), lichia (Litchi chinensis Sonn) (ALVES et al.,
2011), framboesa (Rubus idaeus L.) (DUARTE et al., 2010b), cagaita (Eugenia
dysenterica DC) (OLIVEIRA et al., 2011), gabiroba (Campomanesia pubescens)
(DUARTE et al., 2009), banana (Musa sapientum) (AKUBOR et al., 2003),
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acerola (Malpighia punicifolia L.) (SANTOS et al., 2005) e laranja (Citrus
sinensis) (CORAZZA; RODRIGUES; NOZAKI, 2001).

Aliados ao sabor agradavel, os fermentados de frutas podem conter uma
variedade de compostos antioxidantes que sdo importantes compostos bioativos.
Recentemente, os compostos fendlicos tém atraido atencdo crescente como
agentes potenciais para a prevencdo e o0 tratamento de muitas doencas
relacionadas ao estresse oxidativo. Além de ser uma alternativa bastante viével
para a elaboragdo de novos produtos e agregacdo de valor, o consumo dessas
bebidas pode representar efeitos benéficos a salide humana.

O vinagre é um produto resultante da fermentacdo acética do vinho,
realizada por bactérias acéticas. Este produto tem sido parte da alimentacéo
humana desde a antiguidade, como condimento e conservante de alimentos. A
grande apreciacdo por parte dos consumidores tem impulsionado a producéo de
vinagre dos mais variados substratos, como frutas, vegetais, mel, substratos ricos
em amido, melago ou caldo de cana e aguardentes, entre outros.

Vinagres de frutas, em geral, sdo ricos em 4&cidos organicos,
aminoacidos e vitaminas. Os principais acidos organicos incluem &cido acético,
acido tartérico, acido formico, &cido latico, acido citrico e acido malico. A
composicao desses vinagres depende das caracteristicas inerentes de cada tipo de
fruta utilizada na produgéo.

Bactérias do &cido acético (AAB) sdo amplamente utilizadas em
processo de fermentacdo e a conversdo de etanol em &cido acético para a
producdo de vinagre € o mais conhecido. Em escala industrial, o vinagre é
produzido, principalmente, por fermentagdo submersa, um processo aerébio no
qual o etanol proveniente de bebidas alcodlicas é oxidado para acido acético por
acdo das bactérias do cido acético.

Neste contexto, o presente trabalho foi realizado com o0s seguintes

objetivos: elaborar bebidas fermentadas de diferentes frutas, cagaita (Eugenia
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dysenterica), jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) e pitaya (Hylocereus undatus);
determinar o potencial antioxidante dos fermentados e avaliar o potencial do
fermentado alcodlico de jabuticaba para a producdo de vinagre com bactérias

acéticas imobilizadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Vinho

A histéria do vinho é quase tdo antiga quanto a histéria da civilizacao
humana. Na Biblia encontram-se relatos sobre esta bebida e, na mitologia grega,
0 vinho tinha importancia, sendo descrito nos escritos de Homero e Hipécrates.
Por milhares de anos, o vinho tem tido grande significado ritual em muitas das
principais religides e culturas do mundo, sendo parte importante da economia e
do comércio mundiais (HUTKINS, 2006; ROSS; MORGAN; HILL, 2002).

O vinho é também um dos mais antigos de todos os produtos
fermentados que tém sido comercializados, produzidos em série e estudados.
Muitos dos primeiros microbiologistas e quimicos se preocuparam com a
producdo e com a ciéncia do vinho. H& 150 anos, quando a propria existéncia
dos microrganismos estava sendo discutida, Pasteur provou que eles ndo apenas
existiam, mas que também eram responsaveis tanto pela produgdo quanto pela
deterioracdo do vinho (HUTKINS, 2006).

A maioria dos vinhos é produzida em climas temperados,
particularmente nas areas préximas a oceanos ou mares. Cerca de 75% de todo
vinho séo produzidos nas areas oceénicas da Europa. Franga, Italia e Espanha
s80 0s maiores produtores, sendo responsaveis por mais da metade dos quase 27
bilhdes de litros de vinho produzidos no mundo. Participantes no mercado
mundial, como Australia, Africa do Sul e Chile, sdo responsaveis por mais de
10% da produgéo. Os Estados Unidos produzem mais de dois bilhGes de litros
por ano (JEFFERY; WILKINSON, 2014).

Embora cerca de 99% de todo o vinho produzido em todo o mundo
sejam feitos de uvas, suco de outras frutas também pode ser utilizados, desde

que contenham acUcares livres o bastante para proporcionar o crescimento da
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levedura e para se obter uma concentragdo de etanol (normalmente, 12% em
volume) (HUTKINS, 2006; SANDHU; JOSHI, 1995).

Segundo a Legislacdo Brasileira (BRASIL, 2009), bebida fermentada de
fruta é aquela com graduacdo alcoolica de 4% a 14%, em volume a 20°C, obtida
da fermentacdo alcodlica do mosto de fruta sd, fresca e madura. Esse fermentado
pode ser adicionado de agUcares, dgua e outras substancias previstas em ato

administrativo complementar, para cada tipo de fruta.

2.2 Frutas como substrato no processo de fermentacéo

Como a uva, varias outras frutas podem ser utilizadas para a formulagéo
de mostos que podem, posteriormente, ser submetidos a fermentagdo alcodlica
por acdo de leveduras (DIAS; SCHWAN; LIMA, 2003). De modo geral, as
frutas contém aclcares que podem ser utilizados por leveduras, durante o
processo de fermentacéo.

Além da uva, estudos feitos com frutas para a producdo de bebidas
fermentadas tém sido realizados nas Ultimas décadas, usando, por exemplo, caja
(Spondias mombin L.) (DIAS; SCHWAN; LIMA, 2003), cacau (Thebroma
cacao L.) (DIAS et al., 2007), cupuacu (Theobroma grandiflorum), jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba), umbu (Spondias tuberosa Arruda) (DUARTE et al.,
2010a), lichia (Litchi chinensis Sonn) (ALVES et al., 2011), framboesa (Rubus
idaeus L.) (DUARTE et al, 2010b), cagaita (Eugenia dysenterica DC)
(OLIVEIRA et al., 2011), gabiroba (Campomanesia pubescens) (DUARTE et
al., 2009), banana (Musa sapientum) (AKUBOR et al., 2003), acerola
(Malpighia punicifolia L.) (SANTOS et al., 2005) e laranja (Citrus sinensis)
(CORAZZA; RODRIGUES; NOZAKI, 2001).

O Brasil tem abundancia de frutas exdticas, com potencial para serem

utilizadas na industria de alimentos. Para tanto, é necessario o desenvolvimento
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de novos métodos para o processamento de frutas tropicais, a fim de minimizar
as perdas na producdo, gerar mais lucros e promover o desenvolvimento
sustentavel de biomas como o Cerrado e a Amazonia. Um possivel uso dessas
frutas € na producdo de vinho (DIAS et al., 2007; DUARTE et al., 2009).
Fermentados de frutas, em geral, ttm um consideravel potencial
econémico, devido a tendéncia de aceitacdo pelos consumidores e a reducdo de
perdas pés-colheita de frutas pereciveis (SANDHU, JOSHI, 1995). Além disso,
vitaminas, &cidos organicos, proteinas, aminoacidos e diferentes compostos
bioativos podem ser obtidos por ingestdo de alimentos fermentados a partir de

frutas.

2.2.1 Cagaita (Eugenia dysenterica DC)

A cagaita (Eugenia dysenterica DC) é uma espécie adaptada a solos
relativamente pobres e a sua distribuicdo no cerrado é bastante abrangente,
ocorrendo nos estados da Bahia, Goids, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, Sdo Paulo, Tocantins e Distrito Federal
(SILVA, 1999).

Os frutos tém formato globoso de 3 a 4 cm de didmetro, cor amarelo-
clara, levemente acido, epicarpo membranoso, com polpa amarela, carnosa,
comestivel e, geralmente, com 1 a 4 sementes. As sementes tém cercade 1a 1,5
cm de comprimento, coloracéo creme e sdo ovais (ALMEIDA, 1998) (Figura 1).
Sé&o saborosos, ricos em vitamina C e tém grande aceitacdo regional. Podem ser
consumidos in natura e sua polpa € utilizada para a fabricagdo de doces, geleias,
sorvetes e sucos (ALMEIDA; SILVA; RIBEIRO, 1987).
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Figura 1 Fruto maduro de cagaita

O rendimento da cagaita para a producéo de polpa depende da qualidade
do fruto. Com frutos de boa qualidade, pode-se obter rendimento de 72% de
polpa. No consumo in natura, devem ser tomadas algumas precaucdes em
relacdo a quantidade ingerida, pois pode ter efeito laxativo (BRITO et al., 2003).
Este efeito desaparece no processamento, possibilitando o consumo de cagaita
de vérias formas. Vinagre e alcool podem ser produzidos a partir da fermentagéo
dos frutos (OLGA; FONSECA, 1994).

Oliveira et al. (2011) obtiveram 6timos resultados ao elaborar uma
bebida fermentada de cagaita, utilizando células livres e imobilizadas. A andlise
sensorial da bebida revelou boa aceitagdo de todas as bebidas obtidas, indicando
que pode ser uma alternativa para o aproveitamento e a transformacdo dos frutos
de cagaita, que sdo naturalmente produzidos no cerrado brasileiro.

As folhas séo utilizadas popularmente como anticonstipantes. Sob forma
de chd, essas folhas tém propriedades adstringentes (ALMEIDA; SILVA,
RIBEIRO, 1987). Suas folhas e cascas produzem efeito antidiarreico e também
sdo utilizadas para combater doencas cardiacas, diabetes e ictericia (FERREIRA,
1980; SILVA, 1999).
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2.2.2 Jabuticaba (Myrciaria jaboticaba)

As jabuticabeiras pertencem a familia Myrtaceae, nativas do Brasil. Sdo
arvores que podem ser encontradas em quase todo o pais, sobretudo em Minas
Gerais, Espirito Santo e Parana. E uma arvore geralmente alta (até 8 m), ramos
com casca e de crescimento lento. As jabuticabas ‘Sabara’ (Myrciaria
jaboticaba) sdo verdes quando jovens e vermelhas posteriormente. Tém flores
pequenas, brancas e bem vistosas, que surgem diretamente nos troncos. Os
frutos sdo do tipo bagas globosas de até 3 cm de didmetro, arredondados de cor
roxo-escura, quase preto, com polpa esbranquigada, doce, comestivel e saborosa,
com uma a quatro sementes (Figura 2) (DONADIO, 2009a; PEREIRA et al.,
2000).

Figura 2 Fruto maduro de jabuticaba

A jabuticaba vem sendo utilizada para varios fins, tanto culinarios
quanto medicinais. Entre estes € mencionada a decoc¢édo da casca como remédio
para a asma. Por sua semelhanca com a uva, muitos produtos, como fermentado

alcodlico, suco, geleia, licor e vinagre, podem ser feitos com a jabuticaba. A
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jabuticaba 'Sabard' ocupa a maior area cultivada no Brasil e produz frutos
classificados como bacilos globosos, com 20 a 30 mm de diametro e polpa
macia, esbranquicada, suculenta e de sabor subdcido. Apresenta, em sua
composicdo, vitamina C, com valores médios de 23 mg por 100 g de polpa e
minerais, em que se destacam ferro, célcio, fosforo e potassio (DONADIO,
2009a; MANGALHAES; BARROS; FINGER, 1996).

No fruto completamente desenvolvido, os carboidratos mais abundantes
na polpa sdo os agucares soluveis (frutose, glicose e sacarose), 0 que mostra a
potencialidade de seu aproveitamento industrial (BARROS; FINGER;
MAGALHAES, 1996).

Duarte et al. (2011) utilizaram jabuticaba para a producédo de bebida
fermentada destilada que mostrou caracteristicas quimicas peculiares, com cerca
de 20 compostos volateis identificados e quantificados. A andlise sensorial da
bebida por provadores demonstrou aprovacao global do destilado.

O potencial econémico de comercializacdo desse fruto € grande em
funcdo de suas caracteristicas sensoriais para consumo in natura e a
jabuticabeira é uma das frutiferas que tém despertado grande interesse entre 0s
produtores rurais, devido a sua alta produtividade, rusticidade e ao
aproveitamento de seus frutos nas mais diversas formas, como na fabricacéo de
licores, geleias e fermentados. Entretanto, o que se observa em algumas regides
tipicamente produtoras de fermentados alcodlicos de jabuticaba é a falta de
conhecimento tecnologico e a precariedade nas condi¢des de produgdo, podendo
prejudicar a qualidade do produto final (DONADIO, 2009b).

2.2.3 Pitaya (Hylocereus undatus)

Com alto potencial agronébmico e econémico, a pitaya é uma cactécea

pertencente ao género Hylocereus. E uma planta rdstica da familia Cactaceae e é
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conhecida mundialmente como “dragon fruit” (fruta-do-dragdo) (ARIFFIN et
al., 2009).

Existem diferentes espécies de pitaya, sendo algumas comerciais e
outras nativas. Atualmente, as principais espécies comerciais sdo a pitaya de
casca vermelha (Hylocereus undatus) e a de casca amarela (Selenicereus
megalanthus) (DONADIO, 2009b). A Hylocereus undatus, conhecida como
pitaya branca, ocorre naturalmente em ambientes sombreados de florestas
tropicais no México, na india, no Vietnd e nas Américas Central e do Sul
(BARTHLOTT; HUNT, 1993; INSTITUTO NICARAGUENSE DE
TECNOLOGIA AGROPECUARIA - INTA, 1994).

O fruto exibe um formato globoso a elipsoide, com 10 a 12 cm de didmetro
(HERNANDEZ, 2000), com casca vermelha e polpa branca, que é a parte
comestivel do fruto, formada por massa de textura mucilaginosa, com sementes
peguenas e macias, distribuidas homogeneamente, e representando de 60% a 80%
do peso dos frutos maduros, e um sabor suave e refrescante (Figura 3). Dentre o0s
aclcares presentes na polpa, destacam-se a glicose e a frutose (LE BELLEC;
VAILLANT; IMBERT, 2006; PIMIENTA-BARRIOS; TOMAS-VEGA, 1993).

Figura 3 Fruto maduro de pitaya
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Durante a ultima década, a pitaya tem se tornado objeto de estudo em
muitos paises, devido ao potencial como nova frutifera exotica (NERD;
MIZRAHI, 1999). E uma fruta cujo 6leo tem efeito laxante, eficaz no controle
da gastrite e de infeccbes nos rins, e o fruto apresenta a captina, que é
considerada um tbnico cardiaco e ainda tem efeito contra dor de cabeca
(DONADIO, 2009b).

Estudos demonstram que pitaya pertence ao grupo de frutiferas tropicais,
consideradas promissoras para o cultivo, devido a sua aparéncia exoética, ao
sabor doce e suave, a polpa firme e as suas propriedades nutricionais e
funcionais. A pitaya é uma fruta de aceitagdo crescente nos mercados
consumidores (LE BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2006).

2.3 Fermentacao alcdolica

A fermentagdo alcodlica é um processo anaerébico em que ocorre a
transformacao dos aglcares presentes no mosto em etanol e didxido de carbono,
por acdo da levedura. Além disso, varias outras reaces e transformacoes
ocorrem no mosto, acabando por produzir uma bebida alcodlica muito
aromatizada.

Este processo € a forma mais antiga da aplicacdo biotecnoldgica de um
microrganismo e tem sido utilizado pelos seres humanos ha milhares de anos
(RODRIGUEZ-BENCOMO; POZO-BAYON; MORENO-ARRIBAS, 2012).
Ele envolve 12 reacBes em sequéncia ordenada, cada qual catalisada por uma
enzima especifica. Este processo é realizado, principalmente, por leveduras, no
citoplasma, com o objetivo de produzir energia, a qual serd& empregada na
realizacdo de suas atividades fisiologicas e, ainda, para seu crescimento e
reproducdo, sendo o etanol tdo somente um subproduto desse processo (LIMA;
BASSO; AMORIM, 2001).
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O processo de fermentagdo é de grande importancia, no qual se obtém
todo o alcool industrial e ampla variedade de bebidas alcodlicas, destiladas ou
ndo (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001). E composta por reacdes exotérmicas
que liberam 23 a 24 kcal por mol de glicose fermentado (REED;
NAGODAWITHANA, 1991).

A etapa da fermentacdo alcoolica € a mais importante na elaboracdo de
vinhos e bebidas fermentadas, conduzidas, principalmente, pela levedura
Saccharomyces cerevisiae, pela alta producdo e tolerdncia a elevadas
concentragdes de etanol. As leveduras fermentam a glicose, o aglcar dominante,
em altas taxas, mesmo em condi¢Oes anaerdbicas, e transporta a glicose para
dentro da célula via difusdo facilitada, por meio de um gradiente de
concentracdo através da membrana plasmatica. Apds a absorcdo, procede-se a
via glicolitica Embden-Meyerhof (MARIS et al., 2006).

O etanol é um composto formado a partir da via glicolitica ou Embden-
Meyerhof. Duas reacdes relacionadas a essa via conduzem a produgéo de etanol,
por meio da fermentacdo alcodlica. Na primeira reacdo, 0 piruvato é
descarboxilado, produzindo acetaldeido e liberando CO,. Em uma segunda
reacdo, o acetaldeido €, entdo, reduzido para produzir etanol e, a0 mesmo tempo,
uma molécula de NADH ¢ oxidada a NAD* para cada molécula de etanol
produzida (Figura 4) (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b). O etanol determina a
viscosidade (corpo) do vinho e atua como fixador de aroma, sendo o principal
componente, seguido por didis (glicois), 4alcoois superiores e ésteres
(MINGORANCE-CAZORLA et al., 2003).

A fermentacdo alcodlica é considerada completa quando agUcares
fermentesciveis, glicose e frutose sdo utilizados por completo. Para a obtencdo
do vinho, o processo fermentativo era, no inicio, conduzido em barris de

madeira e ou tanques de concreto. Entretanto, atualmente, é mais indicada a
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utilizacdo de dornas de aco inox, que permitem controle da temperatura
(principalmente o resfriamento) durante o processo (FLEET, 1997).

O glicerol também ¢ produzido pela fermentacdo, porém, em menores
concentracdes. Este composto é quantitativamente 0 mais importante subproduto
da fermentacdo alcodlica depois do etanol e do diéxido de carbono, e ndo
contribui diretamente para o aroma, devido a sua natureza ndo volatil, mas
contribui significativamente para a qualidade do vinho, proporcionando dogura,
suavidade e plenitude (REMIZE; SABLAYROLLES; DEQUIN, 2000;
YALCINI; OZBAS, 2008). A concentragcdo minima de glicerol no vinho é de 5
g.L, mas pode atingir valores altos, em torno de 15 a 20 g.L™, dependendo das
condicdes da fermentacdo (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a).

Nesse sentido, os processos fermentativos para a producéo de bebidas
devem ser rigorosamente controlados, de forma que os carboidratos sejam
assimilados e convertidos a etanol e/ou compostos desejaveis ao processo
(WARD, 1991).
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2.3.1 Levedura da fermentagéo

As leveduras pertencentes ao género Saccharomyces estéo entre 0s mais
importantes de todos os microrganismos utilizados em alimentos fermentados,
sendo aplicadas na producdo de cerveja, vinho e péo, produtos que tém impacto
econémico em todo o mundo, da ordem dos trilhGes de ddlares (HUTKINS,
2006).

Diversas leveduras podem estar envolvidas na “fermentagdo natural ou
espontanea” de vinhos. No entanto, na maioria das fermentacdes, culturas de
leveduras iniciais sdo utilizadas, selecionadas com base em suas propriedades
fisioldgicas e bioquimicas (CAMPOS et al., 2010).

Para a selecdo de leveduras é essencial estabelecer suas propriedades
enoldgicas. Existem diferentes critérios de selecdo que podem ser divididos em:
favoraveis, como tolerancia ao etanol, répido inicio da fermentacdo, bom
rendimento na transformacao dos acucares em etanol, capacidade de crescer em
altas concentracBes de acuUcares e manutencdo das qualidades sensoriais da
bebida, e desfavoraveis, como producdo de sulfeto de hidrogénio, producédo de
espuma e acidez volatil (CAMPOS et al., 2010; ESTEVE-ZARZOZO et al.,
2000).

A espécie Saccharomyces cerevisiae é amplamente utilizada como
microrganismo modelo em Biologia e Genética, e sua fisiologia e propriedades
bioquimicas, bem como a sequéncia do seu genoma, tém sido bem estudadas
(HUTKINS, 2006). Esta levedura é atrativa para se trabalhar, por ser ndo
patogénica e, devido a sua longa histéria de aplicacdo na producdo de diversos
produtos, foi classificada como microrganismo geralmente considerado seguro
(generally recognized as safe, GRAS) (OSTERGAARD; OLSSON; NIELSEN,
2000).
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2.3.2 Compostos volateis produzidos na fermentacéo alcoodlica

Durante a fermentacdo alcodlica sdo formados, além do etanol e do
diéxido de carbono, uma gama de metabdlitos em menor quantidade, como
alcoois superiores, ésteres, acidos e acetatos, entre outros que sdo derivados do
metabolismo do acUcar e de aminodcidos (Figura 5). Estes compostos sao
importantes para a formacdo do sabor e do aroma de bebidas alcodlicas
(PLUTOWSKA; WARDENCKI, 2008; SWIEGERS et al., 2005). Os principais
fatores que afetam a formacao destes produtos séo a espécie da levedura, o tipo
de mosto e as condicdes de fermentacdo (MAURICIO et al., 1997).

Alcoois com mais de dois atomos de carbono sdo designados como
alcoois superiores. A maioria desses compostos € produzida durante a
fermentacdo e pode alcancar concentragdes de 150 a 550 mg.L™ nos vinhos.
Esses compostos sdo formados pelas leveduras a partir de aglcares ou de
aminoacidos no mosto, e desempenham importante papel nas caracteristicas
aromaticas dos vinhos (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). Quando presentes
no vinho em concentragdes abaixo de 300 mg.L™, proporcionam caracteristicas
desejaveis as bebidas, no entanto, acima de 400 mg.L?, podem influenciar
negativamente, resultando em aroma forte e sabor picante (SWIEGERS;
PRETORIUS, 2005).

Os ésteres representam o grupo de compostos volateis mais importantes
produzidos durante a fermentagdo, contribuindo para o aroma frutado dos
vinhos. Os ésteres mais significativos relacionados ao aroma frutado dos vinhos
sdo acetato de etila (aroma frutado-solvente), acetato de isoamila (aroma de
pera), acetato de isobutila (aroma de banana), etilcaprato (aroma de macd) e 2-
fenilacetato (aroma de mel, flores, frutas) (SWIEGERS et al., 2005). A formacéo
dos ésteres ocorre durante a fermentacdo e eles sdo produzidos pela condensagédo

de um &lcool e uma acetil-coenzima-A ativada (acil-Co-A) por acdo da alcool
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acetil-transferase. O mais abundante éster nos vinhos é o acetato de etila
(LAMBRECHTS; PRETORIUS, 2000).

Os acidos organicos em vinhos procedem da uva (tartarico, malico e
citrico) ou do processo fermentativo durante a vinificacdo (succinico, latico,
acético, butirico, férmico e propidnico). Esses acidos contribuem para a acidez,
a estabilidade da cor, a conservacdo microbiolédgica, o aroma e o sabor, estando
presentes em quantidades que variam de 5 a 7 g.L?, equivalente a 1%-8% em
volume (JEFERY; WILKINSON, 2014).

Os acidos graxos volateis, com cadeia de carbono variando entre C3 e
C16, séo produzidos pelas leveduras durante a fermentacdo alcodlica e juntos
podem contribuir ou afetar negativamente o aroma do vinho, dependendo do
tamanho da cadeia carbonada (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b). Eles séo
subprodutos do metabolismo dos &cidos graxos via acetil-coenzima-A (acil-Co-
A), sendo sintetizados pela condensacao repetitiva do acil-Co-A, catalisado pelo
complexo &cido graxo sintetase (LAMBRECHTS; PRETORIUS, 2000).

O composto carbonilico mais abundante nos vinhos é o acetaldeido,
resultante da descarboxilacdo do piruvato pela piruvato descarboxilase com
libertacdo de dioxido de carbono. As concentracfes de acetaldeido podem variar
entre 10 mg.L? e 300 mg.L* e um valor sensorial limiar de 100 mg.L*
(SWIEGERS; PRETORIUS, 2005). O acetaldeido em niveis baixos proporciona
um agradavel aroma frutado, mas elevadas concentragfes contribuem
negativamente no aroma, com odor irritante pungente (LIU; PILONE, 2000).

As cetonas mais importantes sdo acetoina (3-hidroxi-2-butanona) e
diacetil (2,3-butanodiona), sendo estes compostos 0s responsaveis pelo aroma de
manteiga nos vinhos. Cetonas como a propanona, butanona e pentanona também
foram identificadas nos vinhos (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).
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Figura 5 Representacdo esquematica da sintese de compostos ativos de sabor a
partir do metabolismo de aglcares, aminoacidos e enxofre
(SWIEGERS et al., 2005)

Duarte et al. (2010a) caracterizaram diferentes vinhos feitos de polpas
de cacau, cupuagu, gabiroba, umbu e jabuticaba. Os autores concluiram que 0s
vinhos apresentaram varios compostos que sdo encontrados em outros tipos de
vinho, como os de uva, demonstrando que essas frutas tém potencial para serem
utilizadas na produgdo de bebidas fermentadas. Além disso, a polpa dessas frutas
pode produzir vinhos com caracteristicas organolépticas aceitaveis, devido a
presenca de A&lcoois, compostos monoterpénicos e ésteres etilicos, que
contribuem para a formacdo de aromas como os de macéa-verde, banana, doces,

citros, citronela, baunilha e mel.
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2.3.3 Vinificacao

A vinifica¢do é um conjunto de operacOes realizadas para transformar a
uva ou o0 mosto de fruta em vinho. Existem varios processos de vinificagdo para
cada tipo de vinho e também em func¢do das instalagfes utilizadas, bem como
qual destino se dard para o vinho, como por exemplo, para a produgdo de
vinagre.

Em geral, as operacdes do processo de fabricacdo de vinho e ou bebida
alcodlica fermentada sdo: extracdo e preparo do mosto, fermentacéo alcoolica,
trasfega, clarificacdo, maturacdo e armazenamento. Em escala industrial, essas
operagOes sdo aplicadas na producdo do vinho, mas também podem ser
empregadas para outras frutas (CORAZZA; RODRIGUES; NOZAKI, 2001).
Terminada a fermentacdo alcodlica, o vinho, ou o fermentado alcodlico,
receberd cuidados durante a sua estocagem, a fim de conserva-lo
(HASHIZUME, 2001).

Se 0 objetivo do fermentado alcoodlico for para acetificagdo, devem-se
levar em consideracdo algumas caracteristicas particulares. O vinho deve estar
limpido ou pouco turvo. As substancias em suspensdo podem retardar o processo
de reproducdo das bactérias acéticas. E recomendével acetificar vinhos secos,
pois acUcares residuais podem favorecer contaminagdes posteriores,
especialmente por leveduras. Quanto ao teor alcodlico, é interessante que o
vinho apresente entre 8% v/v, embora as técnicas atuais de fermentagdo acética
permitam utilizar vinhos com 10 % v/v a 12 % v/v de alcool. A acetificacdo de
vinhos com graduacdo alcodlica muito elevada torna o processo lento e dificil
(R1ZZON; MENGUZZO, 2002).
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2.4 Vinagre

A histéria da producdo do vinagre remonta a cerca de 3000 a 2000 anos
a.C. Provavelmente, a Pérsia foi o primeiro pais produtor de um produto
semelhante ao vinho que conhecemos atualmente. Os antigos egipcios faziam
uso de vinagre, fato comprovado pelos residuos encontrados em sepulturas
antigas. Na Babildnia, o vinagre era utilizado como condimento e também para a
preservacdo de alimentos; na Grécia antiga, era usado para desinfetar feridas,
prevenir gangrenas e aliviar a dor causada por picadas de insetos e cobras.
Imperadores romanos ordenavam que vinagre fosse adicionado a agua dos
legionarios, a fim de torna-la potavel. Além disso, nas mesas dos romanos, havia
uma tigela pequena cheia de vinagre, em que se podia molhar o pdo. O produto
era também conhecido pelas civilizagdes do antigo oriente; na cozinha chinesa, o
vinagre era derivado de arroz e de outros cereais e frutas (PLESSI; PAPOTTI,
2014).

A producdo comercial de vinagre iniciou-se no século XVII, na Franga,
como resultado da industria do vinho e da cerveja. A partir dai, difundiu-se para
outras regides do mundo (MAZZA; MUROOKA, 2009).

Originalmente, o vinagre era obtido exclusivamente do vinho de uvas e
da cerveja, por fermentacdo espontdnea. No entanto, atualmente, qualquer
alimento fonte de amido ou glicidios pode originar vinagre, pelo processo de
dupla fermentag&o, alcodlica e acética, sendo necessario um processo prévio de
hidrélise enzimatica, quando sdo utilizadas fontes de amido, tais como os gréos.
Cada tipo de vinagre apresenta um sabor particular, pois, no processo de
fermentagcdo acética, muitas substancias aromaticas das matérias-primas
originais sdo preservadas e tantas outras formadas, tornando distintos seu sabor e
aroma (PALMA; CARVALHO; GAVOGLIO, 2001; PLESSI; PAPOTTI, 2014).
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O vinagre de vinho é produzido na maioria dos paises do Mediterraneo e
amplamente utilizado como condimento, acidificante e agente de conservacao de
alimentos. A producdo tradicional requer maturacdo em madeira por muitos
anos, para obter um elevado grau acético e o produto resultante é relativamente
caro. Novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de produzir
vinagres com qualidade semelhante e, a0 mesmo tempo, mais barato (TESFAYE
etal., 2002).

Atualmente, sdo conhecidos trés principais processos de obtengdo do
vinagre por conversdo microbiolégica do etanol presente no vinho.

No processo de oxidacdo de etanol a &cido acético pelo método
tradicional (lento, Orléans ou fermentacdo em superficie), as bactérias do &cido
acético (BAA) crescem abundantemente, em contato com o oxigénio, formando
uma camada de células na superficie do mosto fermentado (contendo etanol) e
promovem a acetificacido (PALMA; CARVALHO; GAVOGLIO, 2001).

No processo rapido alemdo (ou Boerhave), as BAA estdo aderidas a um
material sélido (carvdo, madeira) dentro de um tanque (gerador de vinagre ou
vinagreira) ao qual se adiciona o vinho a ser acetificado (PALMA;
CARVALHO; GAVOGLIO, 2001).

Na producdo industrial emprega-se a fermentacdo submersa, na qual
culturas de BAA sdo inoculadas em fermentador em processo semicontinuo,
para a obtencdo de vinagre mais rapidamente (NATERA et al., 2003). Em
indculos com populacdo de BAA proxima de 10° células/mL, o processo lento

pode ocorrer em 30 dias.
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2.4.1 Fermentacao acética

De acordo com Plessi e Papotti (2014), a fermentacdo acética pode ser
entendida como a transformacdo do alcool em &cido acético pela acdo de
determinadas bactérias, conferindo o gosto caracteristico de vinagre.

A fermentacdo acética, resultante da oxidacdo de etanol por bactérias
acéticas, corresponde a um processo aerobio de fermentacdo bioldgica de dois
passos; o primeiro passo no gqual o etanol é oxidado a acetaldeido e, na segunda
etapa, 0 acetaldeido é oxidado a &cido acético. Esta oxidacdo é catalisada por
enzimas encontradas na membrana da célula, especificamente sobre a superficie
externa da membrana citoplasmatica em contato com o meio de cultura. Estas
enzimas sdo alcool desidrogenas (ADH) e aldeido desidrogenase (ALDH), além
de existirem outras importantes enzimas que atuam na oxidacdo do etanol
(TESFAYE et al., 2002). O resultado é uma solu¢do com uma alta concentracéo
de &cido acético e uma pequena quantidade de etanol residual ndo convertido,
junto com um bom nUmero de produtos secundarios (ORY; ROMERO;
CANTERO, 1998).

Na Figura 6 apresenta-se um modelo simplificado de utilizagdo do
substrato etanol pelas células no processo de fermentacdo acética em cultivo em
batelada (GOMEZ; CANTERO, 1998).
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Figura 6 Modelo simplificado de utilizagdo do substrato na célula, para o processo de fermentacao acética por cultivo em
batelada
Adaptado de Gémez e Cantero (1998)
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Além do &cido acético, sdo produzidas pequenas quantidades de outros
produtos, como aldeidos, cetonas, ésteres e outros acidos organicos, sendo o

acetaldeido o composto secundario predominante (SACHS, 1990).

2.4.2 Bactérias do acido acético

As Unicas bactérias gram-negativas utilizadas na producédo de alimentos
fermentados sdo as produtoras de acido acético, pertencentes aos géneros
Acetobacter, Gluconobacter e Gluconoacetobacter (do Filo Proteobacteria,
Familia Acetobacteraceae). Atualmente, doze géneros sdo reconhecidos e
acomodados a familia Acetobacteraceae, dos quais 0s mais utilizados para a
producdo de alimentos sdo Acetobacter, Gluconobacter e Gluconacetobacter
(SENGUN; KARABIYIKLI, 2011). As bactérias do acido acético sdo aerobias,
produzem acido acético via oxidacdo do etanol, sdo mesoéfilas, com temperaturas
de crescimento 6timas entre 25 °C a 30 °C e, embora sejam acido-tolerantes, tém
preferéncia por valores de pH entre 5,3 a 6,3 (HUTKINS, 2006).

A utilizacdo de bactérias do &cido acético (BAA) tem longa historia em
processos fermentativos; representa campo emergente em aplicacOes
biotecnoldgicas, especialmente relacionadas com a biossintese de substancias
quimicas potencialmente Gteis com alto valor econémico, bem como em ciéncias
dos alimentos, por meio de processos para a fabricacdo de vinagre e de outras
bebidas fermentadas (GULLO; GIUDICI, 2009).

Os géneros Acetobacter e Gluconobacter sdo comumente utilizados para
a producéo de vinagre, pois se diferenciam pela capacidade de oxidacao total do
etanol. As espécies pertencentes ao género Acetobacter sdo capazes de oxidar o
etanol a acido acético por atuacdo das enzimas alcool desidrogenase (ADH) e
acetaldeido desidrogenase (ALDH). Quando o etanol se esgota, estas bactérias

podem oxidar o &cido acético a H.O+ CO; pelo ciclo do acido tricarboxilico
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(CAT). Esta ultima reagdo caracteriza a total oxidacdo do etanol. As espécies
pertencentes ao género Gluconobacter, que também sdo capazes de oxidar o
etanol a 4cido acético por atuacdo das enzimas ADH e ALDH, guando o etanol
se esgota, ndo sdo capazes de oxidar o &cido acético. Isso ocorre porque as
espécies de Gluconobacter ndo apresentam seu CAT completo, devido a
auséncia das enzimas a-cetoglutarato desidrogenase e succinato desidrogenase
(RASPOR; GORANOVIC, 2008).

Para suportar o0 processo de fabricacdo de vinagres, as culturas de
Acetobacter e Gluconobacter devem apresentar algumas caracteristicas. A
cultura selecionada deve ser tolerante a altas concentracfes de etanol e &cido
acético, como também baixos valores de pH, niveis de aeracdo e requerimento
nutricional. E, ainda, de fundamental importancia que a cultura de BAA
selecionada seja resistente ao ataque de fagos e que seja capaz de suportar
temperaturas altas, proximas de 38 °C (RASPOR; GORANOVIC, 2008;
SENGUN; KARABIYIKLI, 2011).

2.4.3 Compostos presentes no vinagre

Durante a fermentacdo alcodlica e acética ocorre a formagdo de
compostos que irdo conferir sabor e aroma ao vinagre. O aroma é um dos mais
importantes indicadores qualidade e, por esta razdo, a escolha de matéria-prima
e as condigOes Gtimas de acetificacdo sdo fatores fundamentais para a formagao
desses compostos (CALEJON et al., 2008).

Embora a maior parte dos compostos volateis ja esteja presente no
vinho, o teor final esta intimamente relacionado com as caracteristicas genuinas
do préprio vinagre (GONZALES; CHOZAS, 1987). O sabor de vinagre de
vinho é determinado por uma série de constituintes volateis de trés origens

diferentes: substrato, acetificacdo e, em alguns casos, envelhecimento em
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madeira. Durante a acetificacdo, compostos volateis provenientes do vinho
podem sofrer importantes transformacdes (NATERA et al., 2003).

De acordo com Callejon et al. (2009), mais de setenta componentes
aromaticos ja foram identificados nos vinagres de vinho, incluindo acidos,
alcoois, ésteres, compostos carbonilicos, fendis, lactonas e acetais. O aroma &,
portanto, o resultado de uma combinagdo de varias caracteristicas quimicas,
abrangendo uma vasta gama de polaridade, solubilidade e volatilidade.

Em relacdo ao teor de acidos organicos, vinagres contém &cidos volateis
(acido acético, isovalérico, entre outros) e ndo volateis (tartarico, citrico, malico,
succinico). O acido que identifica o produto como vinagre desde o inicio é o
acido acético e esta presente em elevadas concentragdes. Seu teor pode variar,
dependendo do substrato usado ou de uma possivel diluicdo antes de sair para o
mercado (NATERA et al., 2003). O vinagre para consumo deve ter entre 4% e
6% de acido acético. A legislacdo brasileira estabelece em 4% o teor minimo de
acido acético para vinagre (BRASIL, 1999).

Os éalcoois mais abundantes no vinagre de vinho sdo o etanol e o
metanol, principalmente em vinagres de vinhos (CALLEJON et al., 2008).

O teor de etanol em vinagres representa o residuo do processo de
acetificacdo. Segundo a legislacdo vigente, o limite maximo de etanol em
vinagres comerciais ¢ de 1% v/v (BRASIL, 1999). Durante 0 processo
fermentativo, se procura o maior rendimento possivel da transformacdo de
etanol em &cido acético. Porém, o vinagre deve conter um pouco de etanol, pois,
caso contrario, as bactérias acéticas, na auséncia de um substrato alcodlico,
podem degradar o &cido acético produzido (MORALES et al., 2001).

O metanol pode ser encontrado nos vinhos em concentragdes de até 0,35
g.L? (BRASIL, 1988). O metanol é derivado, em grande parte, de frutas e
legumes frescos. Ocorre como alcool livre ou esterificado com &cidos graxos,

ou, ainda, como um produto da hidrolise de grupos metoxi de polissacarideos,
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como a pectina (GONZALES; CHOZAS, 1987; LEE; ACREE; BUTTS, 1975).
Como provém do vinho utilizado para acetificacdo e como ndo é oxidado pelas
bactérias acéticas, a quantidade ndo se altera no processo de acetificacdo
(RIZZON; MIELE, 2003).

Os ésteres sdo componentes importantes do aroma dos vinagres de vinho
e sdo responsaveis pelos aromas frutado e floral, resultados da reacdo de
condensag&o entre &cido e um alcool. Os ésteres volateis envolvidos no aroma e
sdo, principalmente, acetato de etila, acetato de metila e acetato de isoamila
(CHARLES et al., 2000).

O acetato de etila é, quantitativamente, o éster mais importante do vinho
e do vinagre de vinho. A concentracdo de acetato de etila depende, quase
exclusivamente, do teor alcodlico e da acidez do vinagre, entre as quais existe
um elevado grau de correlagdo. Portanto, em vinagres envelhecidos em madeira,
que contém quantidades significativas de residuos de alcool (>1% de etanol v/v),
é possivel encontrar altos niveis de acetato de etila, entre 0,5 e 1g.L%, em
comparagdo com outros vinagres (PALACIOS et al., 2002).

O principal aldeido presente nos vinagres é o acetaldeido. Este
composto € metabdlito intermediario de fermentacéo acética e ndo é acumulado
durante a fase de atividade biolégica, mas diminui por causa do metabolismo
oxidativo de fermentacdo (PALACIOS et al., 2002).

Acetoina, produto tipico da fermentagdo acética, aumenta em todos 0s
ciclos conforme avanca a acetificacdo. O teor de acetoina encontrado é bastante
superior ao dos vinhos, sendo maior em vinagres tradicionais (CALLEJON et
al., 2008; PALACIOS et al., 2002). Na acetificacdo, a quantidade de acetoina é
formada pela via do é&cido piravico e, principalmente, pela oxidacdo do 2,3-
butanodiol presente no vinho. Por esta razdo, o teor de acetoina do vinagre é
mais elevado em relagéo ao do vinho (RIZZON; MIELES, 2003).
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Os constituintes produzidos na acetificagdo sdo especificos para alguns
vinagres e podem ser determinados pelas caracteristicas da matéria-prima e a
tecnologia de processamento. Portanto, o vinagre pode ser caracterizado e

diferenciado pela quantidade e a qualidade da analise de seus compostos.

2.4.3 Processamento do vinagre

Antes de se colocar o produto para a comercializagéo, ele deve receber
alguns tratamentos para melhorar e dar estabilidade ao produto final. Isto inclui
0 armazenamento apos a fermentacéo e os processos de clarificagdo, filtracao,
envelhecimento, estabilizagio e envase (PALMA; CARVALHO; GAVOGLIO,
2001).

Apos o término da fermentacdo, o vinagre ndo deve permanecer na
vinagreira, pois, se isto ocorrer, as bactérias, ndo tendo mais alcool para
metabolizar, comegam a oxidar o acido acético, enfraquecendo o vinagre. Sendo
assim, o vinagre ja devidamente fermentado deve ser acondicionado em
recipientes apropriados e mantidos sem o contato com o ar, pois sem oxigénio as
bactérias s&o inibidas (SACHS, 1990).

2.5 Aplicagdo de células imobilizadas em bioprocessos

As técnicas de imobilizacdo de células tém se tornado cada vez mais
importantes e estdo sendo utilizadas com éxito em diversos processos
industriais, tais como os do alcool (etanol, butanol, isopropanol), de acidos
organicos (malico, citrico, latico), de enzimas (celulase, lipase, amilase), na
biotransformacao de esteroides na producdo de horménios, tratamento de aguas
residuarias e na industria de alimentos (cerveja, vinho) (ORY; ROMERO;
CANTERO, 2004).
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A imobilizacdo de células consiste no confinamento fisico delas numa
regido definida do espago, com preservacao de suas atividades cataliticas e que
podem ser utilizadas repetida ou continuamente. Esse confinamento é
conseguido por meio do contato das células com algum material, chamado de
suporte. A imobilizacdo imita o que, muitas vezes, ocorre naturalmente quando
as células crescem sobre superficies ou dentro de estruturas naturais. Muitos
microrganismos tém a capacidade de aderir a diferentes tipos de superficies na
natureza (KOURKOUTAS et al., 2004).

As células imobilizadas oferecem inlmeras vantagens, como aumento
da produtividade da fermentagdo em razdo das elevadas densidades celulares
normalmente obtidas, facilidade de reutilizagdo dos biocatalisadores, aumento da
estabilidade desses biocatalisadores e redugdo de custos operacionais
(CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2006). Além disso, as células imobilizadas
sdo mais resistentes a condicGes adversas, devido a protecdo da matriz de
imobilizacdo (RUSSELL; STEWART, 1992).

No entanto, as principais desvantagens da imobilizagdo de células
utilizando-se a técnica de envolvimento sdo as limitacdes de transferéncia de
massa impostas pela matriz de imobilizagdo, observando-se 0 crescimento
celular mais intenso nas regides proximas da superficie da esfera, o que pode
ocasionar a liberacdo de células da matriz (LACA; GARCIA; DIAZ, 2000).

Durante os ultimos anos, inGmeros processos biotecnoldgicos foram
favorecidos pelas técnicas de imobilizacéo e, portanto, varias técnicas e matérias
de suporte tém sido propostas. As técnicas podem ser divididas em quatro
categorias, baseadas nos mecanismos fisicos empregados: fixa¢do ou adsorgédo
em suporte sélido, aprisionamento em matriz porosa, agregacdo por meio de
floculagdo natural ou artificial e contencdo da célula atrds de barreiras
(KOURKOUTAS et al., 2004).
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Provavelmente, 0 mais antigo dos processos que faz uso das células
imobilizadas teve inicio no século XIX, um sistema chamado de método de
gotejamento para a producdo de acido acético. Na fermentacdo acética, o
vinho/vinagre é recirculado por meio de um leito fixo formado de suporte, o qual
abriga uma populacdo de bactérias acéticas fixadas (SCOTT, 1987).

Entre os diferentes métodos de imobilizacdo de biocatalisadores, a
adsorcdo a superficies e o aprisionamento dentro de géis ou materiais porosos
sdo os métodos mais estudados para a imobilizagdo de bactérias acéticas (ORY;
ROMERO; CANTERO, 2004).

Krisch e Szajani (1996) imobilizaram a bactéria Acetobacter aceti
utilizando o aprisionamento em alginato de calcio e a adsorcdo em esferas de
celulose pré-formadas. O nimero de células dentro do suporte ndo apresentou
alteracbes significativas em relacdo a mudangas de temperaturas e de pH. A
producdo de &cido acético foi ligeiramente aumentada devido a imobilizacéo.

Kocher, Kalra e Phutela (2006) utilizaram o etanol proveniente da
fermentacdo de caldo de cana para a producdo de vinagre com células de
Acetobacter aceti imobilizadas em diferentes materiais. Os suportes bagaco de
cana-de-acucar, sabugo de milho e aparas de madeira foram utilizados para o
método de adsorcao e alginato de célcio para 0 método de aprisionamento. Os
autores relataram que o0s suportes utilizados para imobilizagdo por adsorcéo
foram semelhantes na producdo de &cido acético, sendo significativamente
superiores a células livres e imobilizadas por alginato de célcio.

Ory, Romero e Cantero (2004) avaliaram trés diferentes materiais para a
imobilizac&o de bactérias acéticas (vidro poroso, lascas de madeira e espuma de
poliuretano). Reatores com temperatura controlada e vérios ciclos de
fermentagdo semicontinua foram utilizados, com o objetivo de caracterizar e
comparar as propriedades da acetificacdo. Dos trés suportes avaliados, o melhor

para imobilizagdo de bactérias acéticas e subsequente acetificagdo foi a espuma
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de poliuretano, que permitiu um grande nimero de células aderidas, além de

conduzir a maior taxa de acetificacdo (4,74 g.L* dia).

2.6 Importancia dos antioxidantes alimentares

O processo respiratorio e as diversas reacdes oxidativas que ocorrem nas
células aerobicas induzem a formagdo de radicais livres no organismo. Estes
compostos, devido a sua estrutura quimica, sdo altamente reativos, agindo sob
muitas moléculas biol6gicas do organismo, como lipidios, carboidratos,
proteinas e o DNA, promovendo danos que podem contribuir para o
envelhecimento celular e a instalagio de doencas degenerativas,
cardiovasculares, artrite reumatica e aterosclerose, entre outras (CHEUNG;
CHEUNG,; 00l, 2003).

O termo “antioxidante” refere-se a qualquer molécula capaz de
estabilizar ou desativar os radicais livres, antes que eles ataquem as células. Os
seres humanos tém sistemas antioxidantes altamente complexos (enzimaticos e
ndo enzimaticos) que trabalham sinergicamente e em combinagdo uns com 0s
outros para proteger as células e os sistemas de 6rgdos do corpo contra 0s danos
dos radicais livres. Assim, os antioxidantes podem ser endégenos ou obtidos
como parte da dieta ou suplementos alimentares. Alguns componentes da dieta
gue ndo neutralizem os radicais livres, mas aumentam a atividade enddgena,
também podem ser classificados como antioxidantes (KRINSKY, 1994;
RAHMAN, 2007; VELIOGLU et al., 1998).

Os antioxidantes enddgenos desempenham papel crucial na manutencao
das fungdes celulares, na satide e no bem-estar. No entanto, sob determinadas
condigdes, nas quais promove 0 estresse oxidativo, antioxidantes endégenos
podem ndo ser suficientes e, neste caso, antioxidantes exdgenos sao requeridos

para manter as fungdes celulares ideais (RAHMAN, 2007). Nesse sentido, o
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grande interesse, no estudo dos antioxidantes, é decorrente, principalmente, do
efeito dos radicais livres no organismo.

Entre os agentes antioxidantes encontrados nos alimentos destacam-se
compostos fendlicos (flavonoides e acidos fendlicos), vitaminas (A, E, C,
vitaminas do complexo B), caratenoides (beta-caroteno e licopeno) e
oligoelementos (zinco, cobre, selénio, magnésio, entre outros) (RATNAM et al.,
2006).

Os compostos fendlicos sdo os principais antioxidantes dos alimentos.
Embora a atividade antioxidante dos fendlicos seja associada a diversos
mecanismos, esses compostos sdo altamente reativos com radicais livres, sendo
considerado seu principal mecanismo de acdo (ROGINSKY; LISSI, 2005). Para
Gulgin (2010), a capacidade de um composto fenodlico de atuar como um
antioxidante depende da propriedade redox dos seus grupos hidroxila presentes
na sua molécula e da mobilidade de elétrons na sua estrutura quimica. A
agilidade em roubar os radicais livres dos compostos fenolicos é muito
importante, devido ao dano que esses radicais causam nos sistemas biologicos.

Os compostos fendlicos sdo substancias que tém um ou mais anéis
aromaticos com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais e, geralmente, sdo classificados como &cidos fendlicos, flavonoides,
estilbenos, cumarinas e taninos. Compostos fendlicos sdo produtos do
metabolismo secundario das plantas, proporcionam funcBes essenciais na
reproducdo e crescimento, atuam no mecanismo de defesa contra patdgenos,
parasitas e predadores, bem como na cor das plantas. Além das funcdes
desempenhadas nas plantas, compostos fendlicos na dieta podem fornecer
beneficios & saide (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009; LIU, 2004).

Os flavonoides s@o um grupo de compostos fendlicos com atividade
antioxidante que foram identificados em frutas, verduras e outros alimentos

vegetais, apresentando-se sob muitas variagdes, como flavondis (quercetina,
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miricetina), flavan-3-6is (catequina, epicatequina), flavonas, flavonones
(narigenina), antocianinas (malvidina) e isoflavonas (ACKER et al., 1996;
HOLLMAN; ARTS, 2000).

Acidos fendlicos podem ser subdivididos em dois principais grupos,
acidos hidroxibenzoicos e acidos hidroxicindmicos; as diferentes substituicdes
no anel benzénico diferenciam cada classe e composto. Entre os &cidos
hidroxibenzoicos comumente encontrados estdo os acidos galico, protocateico,
siringico, vanilico e elagico; os acidos hidroxicindmicos mais comuns sdo acidos
cafeico, cumarico, feralico e caftarico (LI1U, 2004).

Os estilbenos sdo compostos ndo flavonoides presentes em diversas
plantas, porém, as uvas e o0 vinho sdo considerados as principais fontes na dieta
humana. O composto mais estudado dessa classe é o trans-resveratrol; a sintese
desse composto na uva € realizada principalmente na casca (BURNS et al.,
2002; CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).

Alimentos de origem vegetal, como frutas, legumes e gréos, e outros
tipos de alimentos e bebidas, como chg, chocolate e vinhos, representam uma
rica fonte de polifendis, como antocianinas, catequinas, flavonoides, estibenos e
muitos outros compostos fendlicos, todos potentes antioxidantes que tém
propriedades biol6gicas que podem proteger contra diversas doengas, entre elas
as doencas cardiovasculares e degenerativas. As quantidades desses compostos
fendlicos variam consideravelmente em diferentes tipos de matérias-primas,
fatores ambientais e técnicas de processamento (KUMAR; VARAKUMAR,;
REDDY, 2012; VILANO et al., 2006).

Vinhos, especialmente tintos, conttm uma grande variedade de
polifendis, como &cidos fendlicos (&cido galico, &cido cafeico, acido p-
cumaérico), estilbenos (trans-resveratrol), flavondis (quercetina, rutina,
miricetina), flavan-3-0is (catequina e epicatequina), bem como polimeros, como

procianidinas e antocianinas. Estes compostos sdo atributos de qualidade do
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vinho, que contribuem para a cor e as propriedades sensoriais, 0 sabor e a
adstringéncia (LESSCHAEVE; NOBLE, 2005).

O corpo humano é um sistema incompleto de defesa de antioxidante.
Entdo, é de grande importancia a ingestdo dietética de antioxidantes, pois essas
substancias apresentam varios beneficios, proporcionando uma melhoria na
qualidade de vida da populacdo (RATNAM et al., 2006).

2.6.1 Metodologias utilizadas para determinagéo de atividade antioxidante

Com o aumento do interesse na fungdo e na diversidade de antioxidante
em alimentos, diversos métodos in vitro para a determinagdo da atividade
antioxidante em alimentos, bebidas e amostras bioldgicos tém sido
desenvolvidos (PRIOR; XIANLI; SCHAICH, 2005). Esses métodos diferem, em
termos de seus principios de ensaio e condigdes experimentais. Como Varias
caracteristicas e mecanismos de reacdo, geralmente, estdo envolvidos, nenhum
ensaio vai refletir com preciséo todos os antioxidantes em um sistema misto ou
complexo. Assim, para elucidar completamente um perfil completo de
capacidade antioxidante, diferentes tipos de ensaios sdo requeridos (HUANG;
OU; PRIOR, 2005; LI et al., 2009; PRIOR; XIANLI; SCHAICH, 2005).

Diversos ensaios para a determinacdo da atividade antioxidante ja sdo
disponiveis. Estes métodos podem ser baseados na captura do radical peroxila
(ORAC, TRAP), poder de redugdo do metal (FRAP; CUPRAC), captura do
radical hidroxila (método de desoxirribose), captura do radical organico (ABTS,
DPPH), quantificacdo de produtos formados durante a peroxidagdo de lipidios
(TBARS, oxidacdo do LDL, cooxidacdo do B-caroteno) (ARUOMA, 2003;
FRANKEL; MEYER, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002), entre outros. Dentre
estes métodos, ABTS, FRAP, DPPH e ORAC sdo alguns dos mais utilizados
atualmente (PEREZ-JIMENEZ; SAURACALIXTO, 2006).
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O contetdo de fendis totais pode ser determinado pelo método
espectrofométrico de Folin-Ciocalteu, e seu mecanismo basico é uma reagdo de
oxirreducdo. Este método que utiliza o reagente de Folin-ciocalteu ¢é
extensivamente empregado para a determinacdo de fendlicos totais em vegetais e
bebidas. Baseia-se na reducdo dos acidos fosfomolibdico fosfotungstato pelas
hidroxilas fendlicas, originando Oxidos azuis de tungsténio (com uma intensa
absorcdo perto de 760 nandmetros) (MOYER et al., 2002).

O 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) é um radical de nitrogénio organico,
estavel, de cor violeta e tem absor¢do méxima na faixa de 515-520 nm. O
método esta baseado na capacidade de o DPPH reagir com doadores de
hidrogénio. Na presenca de substancias antioxidantes, o mesmo recebe H+,
sendo, entdo, reduzido. Pode ser facilmente detectado por espectroscopia, devido
a sua intensa absorcdo na regido visivel A capacidade da amostra de reduzir o
DPPH ¢ evidenciada pela porcentagem de DPPH restante no sistema. Entéo, a
porcentagem de DPPH remanescente € proporcional a concentragdo de
antioxidante, e a concentragdo que provoca uma diminuicdo na concentracdo de
DPPH em 50% e definida como ICso (BONDET; BRAND-WILLIAMS;
BERSET, 1997; PRIOR; XIANLI; SCHAICH, 2005). A capacidade
antioxidante também pode ser expressa pela “eficiéncia antirradical” (EA)
(SANCHEZ-MORENO, 2002). O DPPH apresenta vantagens quando o0s
antioxidantes analisados sdo mais sollveis em solventes organicos e representa,
portanto, um excelente método para medir a atividade antioxidante em frutas e
sucos de frutas.

Pulido, Bravo e Saura-Calixto (2000) descrevem o método Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP), ou poder antioxidante de redugdo do
ferro, como uma alternativa desenvolvida para determinar a redugéo do ferro em
fluidos bioldgicos e solugdes aquosas de compostos puros. O método pode ser

aplicado para estudos da atividade antioxidante em extratos de alimentos e



45

bebidas (BENZIE; STRAIN, 1999). O ensaio FRAP esta baseado na capacidade
dos fendis em reduzir o Fe** em Fe?*. Quando isso ocorre, na presenca de 2,4,6-
tripiridils- triazina (TPTZ), a reducdo é acompanhada pela formacdo de um
complexo corado (azul intenso) com o Fe?". Apesar de ser um método
relativamente simples, também ¢é muito utilizado (AABY; HVATTUM;
SKREDE, 2004; STRATIL; KLEJDUS; KUBAN, 2006; SURVESWARAN et
al., 2007).

Para quantificar com precisdo e identificar os polifendis individuais,
varias técnicas cromatograficas tém sido propostas. Cromatografia liquida de
alta eficiéncia CLAE), acoplada com detector de arranjo de diodos (DAD) e/ou
detector de espectrometria de massas (LC-MS), tem sido ferramenta analitica
amplamente utilizada para a quantificacdo de polifendis (PRIOR et al., 2001;
TSAO, 2010).
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que foi possivel
elaborar bebidas fermentadas de diferentes frutas, como cagaita, jabuticaba e
pitaya e vinagre de jabuticaba, dentro dos pardmetros exigidos pela legislacéo e
com caracteristicas quimicas diferenciadas.

Os fermentados de frutas, além de apresentaram compostos importantes
para o sabor e 0 aroma das bebidas, tém antioxidantes comparados aos das frutas
in natura, sendo, portanto, fonte de substancias bioativas.

Este é o primeiro estudo do conteiudo de polifendis e atividade
antioxidante dos fermentados de cagaita e pitaya e vinagre de jabuticaba com

células imobilizadas.
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RESUMO

Atualmente, hd uma busca acentuada por produtos que, além de atender
as necessidades basicas, exercam também efeitos fisioldgicos benéficos a saude
da populacdo. Bebidas fermentadas a partir de diferentes frutas estdo sendo
desenvolvidas, pois, assim como o vinho, contém compostos aromaticos que
contribuem para o sabor e flavor da bebida, além de importantes polifendis que
apresentam efeitos vantajosos a saude. Este trabalho foi realizado com os
objetivos de elaborar bebidas alcodlicas fermentadas de cagaita, jabuticaba e
pitaya e determinar a atividade antioxidante desses fermentados alcoolicos. A
partir da polpa dos frutos, foram preparados mostos e inoculados com
Saccharomyces cerevisiae, CCMA 0200. Todos os processos fermentativos
foram conduzidos em fermentadores de vidro com capacidade de 6 L, mantidos
sob as mesmas condicOes, a 22 °C. As fermentagdes foram monitoradas
diariamente e avaliados o0 nimero de células viaveis em suspensao, o pH, o grau
Brix e as amostras foram retiradas para analises cromatograficas. Ao final da
fermentagdo foram analisados o teor de compostos fendlicos totais, a atividade
antioxidante in vitro pelos métodos de captura do radical livre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH) e reducdo do ferro (FRAP), além da quantificagdo dos
compostos fendlicos individuais das bebidas obtidas. Os teores de etanol, ao
final do processo fermentativo, foram de 62,26 g.L* (7,9 °GL) no mosto de
cagaita, 67,3 g.L* (8,5 °GL) no mosto de jabuticaba e 75,2 g.L* (9,5 °GL) no
mosto de pitaya. Por meio da anélise de componente principal (PCA) foi
possivel diferenciar os trés fermentados de frutas de acordo com 25 compostos
volateis quantificados (aldeidos, alcool, alcoois superiores, terpeno, acetato,
dieter, furano, acidos graxos volateis, cetona e etil ester). O fermentado de
cagaita se destacou por possuir maior conteido de fendlicos totais, capacidade
emde sequestrar radicais livres DPPH, além do poder redutor avaliado pelo
método FRAP. Em relacdo aos compostos fendlicos investigados, o acido galico
foi o maior componente em todas as amostras, variando de 789,3 pg.L™* a 30,52
ug.L?, sequido da catequina 121,09 a 44,11 pg.L?, nos fermentados de cagaita e
jabuticaba, respectivamente Os fermentados de frutas tém polifendis e
apresentaram capacidade antioxidante, sendo, portanto, fontes de substancias
bioativas. Este € o primeiro estudo do conteldo de polifendis e atividade
antioxidante dos fermentados de cagaita, jabuticaba e pitaya.

Palavras-chave: Fermentado Alcoodlico. Cagaita. Jabuticaba. Pitaya. Atividade
Antioxidante. Polifendis.
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ABSTRACT

Nowadays, there is a large search for products that, besides to attend the
basic needs, also exert beneficial physiological effects on population health.
Fermented beverages from different fruits are being developed, as well as wine,
because contains aromatic compounds that contribute to the flavor of the
beverage, besides important polyphenols that have beneficial health effects. This
study was realized with the object to create cagaita, jabuticaba and pitaya
fermented alcoholic beverages, and determine the antioxidant activity of these
alcoholic beverage. From the fruit pulp were prepared musts and inoculated with
Saccharomyces cerevisiae, CCMA 0200. All the fermentations process were
conducted in glass fermenters with a capacity of 6L, maintained under the same
conditions, 22°C. The fermentations were monitored daily, also, evaluated the
number of viable cells in suspension, ph, degree Brix and samples were removed
to be done chromatographic analysis. In the ending of fermentation were
analyzed the content of phenolic compounds, antioxidant activity in vitro by free
radical trapping methods 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)and iron reduction
(FRAP), besides the quantitation of individual phenolic compounds in the
obtained beverage. The ethanol levels, in the end of fermentation process, were
62,26 g.L (7,9 °GL) in cagaita juice, 67,3 g.L (8,5 °GL) in jabuticaba juice e
75,2 g.Lt (9,5 °GL) in pitaya juice. Through principal component analysis
(PCA), it was possible to differentiate the three fermented fruit according to 25
guantified volatiles: aldehydes, alcohol, higher alcohols, terpene, acetate, dieter,
furan, volatile fatty acids, ketone and ethyl ester. The Cagaita fermented stood
out with higher content of total phenolic ability to attract free radicals DPPH ,in
addition to reducing power measured by FRAP method. In relation to the
phenolic compounds investigated, gallic acid was the major component in all
samples, cagaita and jabuticaba yeast, varying between 789,3 pug.L* to 30,52
ug.L 1 followed by catechin 121,09 to 44,11 pg.L % The fermented from fruit
has polyphenols and show antioxidant capacity therefore, they are sources of
bioactive substances. This is the first study of polyphenol content and
antioxidant activity of cagaita, jabuticaba and pitaya yeast.

Keywords: Fermented Alcoholic. Cagaita. Jabuticaba. Pitaya. Antioxidant
Activity. Polyphenols.
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1 INTRODUCAO

Apreciado no mundo inteiro, o vinho estd cada vez mais presente na
mesa dos brasileiros (SANTOS et al., 2005). Tradicionalmente, os vinhos sao
obtidos da fermentacdo alcodlica dos mostos de uva, que é utilizada como
matéria-prima. No entanto, diversos pesquisadores ja utilizam diferentes frutas
tropicais e exoticas para a producdo e a caracterizacdo de bebidas fermentadas.
Para a producdo desses fermentados alcodlicos sdo empregados 0s mesmos
processos da fabricagdo do vinho de uvas, variando as frutas das quais se
extraem os agucares fermentesciveis.

Maca (SANDHU; JOSHI, 1995), caju (TORRES NETO et al., 2006),
manga (KUMAR; VARAKUMAR; REDDY, 2012; REDDY; REDDY, 2005),
laranja (CORAZZA; RODRIGUES; NOZAKI, 2001), banana (AKUBOR et al.,
2003), jabuticaba (ASQUIERI; SILVA; CANDIDO, 2004; DUARTE et al.,
2010a, 2011), cagaita (OLIVEIRA et al., 2011), acerola (SANTOS et al., 2005),
caja (DIAS; SCHWAN; LIMA, 2003), cupuacu (DUARTE et al., 2010a) e
cacau (DIAS et al., 2007; DUARTE et al., 2010a) sdo alguns exemplos de
fermentados de frutas ja estudados.

A cagaita (Eugenia dysenterica DC) é um fruto que tem distribuicdo
bastante abrangente no cerrado. E saboroso, rico em vitamina C e tem grande
aceitacdo regional. Pode ser consumida in natura e sua polpa é utilizada para a
fabricacdo de doces, geleias, sorvetes, sucos e fermentados (ALMEIDA;
SILVA; RIBEIRO, 1987; OLIVEIRA et al., 2011).

As jabuticabeiras sdo arvores que podem ser encontradas em quase todo
o0 pais. Os frutos sdo do tipo bagas globosas doces, comestiveis, com uma a
quatro sementes. A jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) vem sendo utilizada para
varios fins, tanto culindrios como medicinais. Por sua semelhanca com a uva,

muitos produtos, como fermentado alcodlico, suco, geleia, licor e vinagre,
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podem ser feitos com a jabuticaba (DONADIO, 2009; MAGALHAES;
BARROS; FINGER, 1996; PEREIRA et al., 2000).

A pitaya é uma cactacea pertencente ao género Hylocereus, nativa do
México, América Central e América do Sul. Durante a Ultima década, essa fruta
tem se tornado objeto de estudo em muitos paises, devido ao potencial como
nova frutifera exdtica. O seu consumo pode ser como fruta fresca, suco, polpa,
sorvete ou mousse, ou como corante de doces (ARIFFIN et al., 2009; NERD;
MIZRAHI, 1997).

Segundo a legislagdo vigente, fermentado de fruta é a bebida com
graduacdo alcoolica de 4% a 14% em volume, a 20 °C, obtida da fermentagéo
alcodlica do mosto de fruta sd, fresca e madura. Fermentados que ndo sdo
provenientes da uva devem, obrigatoriamente, ser rotulados com a denominagéo
fermentado, acompanhado do nome da fruta da qual se originou, como, por
exemplo, fermentado de abacaxi, fermentado de laranja, fermentado de caju,
entre outros, com sabores caracteristicos de cada fruta (BRASIL, 2008).

Aliados ao sabor agradavel, os vinhos de frutas podem conter uma
variedade de compostos antioxidantes que sdo importantes compostos bioativos.
A producéo de fermentados de frutas que apresentem compostos fendlicos pode
ser interessante, pois ha muitas evidéncias epidemiolégicas de que dietas ricas
em frutas e vegetais apresentam efeitos vantajosos para a salide (CROZIER;
JAGANATH; CLIFFORD, 2009), como auxilio na prevencdo de doencas
cardiovasculares (NESS; POWLES, 1997; STOCLET et al., 2004) e
cancerigenas (KATSUBE et al., 2003; WANG; MAZZA, 2002), diabetes e mal
de Alzheimer (ABDILLE et al., 2005; HERTOG et al., 1997; ISHIGE et al.,
2001). Esses efeitos protetores sdo devido as suas propriedades antioxidantes,
que resultam na diminuicdo de radicais livres nas células (CROZIER;
JAGANATH; CLIFFORD, 2009).
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O Brasil, atualmente, é o terceiro maior produtor mundial de frutas
(INSTITUTO BRASILEIRO DE FRUTAS - IBRAF, 2014), mas, devido a
problemas de processamento na pés-colheita, a maior parte destas frutas é
desperdicada. Acredita-se que a industrializacdo seria uma das formas de
diminuir o prejuizo, permitindo, assim, 0 aproveitamento dos excedentes,
trazendo uma contribui¢do para melhorar a utilizacdo desses alimentos durante
todo o ano.

Portanto, a elaboracdo de bebidas fermentadas é alternativa viavel e,
além de agregar valor as frutas, por evitar o desperdicio, o consumo desses
fermentados pode proporcionar efeitos benéficos para a saide humana, inclusive
para a prevencao e o tratamento de doengas.

Visando um melhor aproveitamento das frutas cagaita, jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba) e pitaya, objetivou-se, no presente trabalho, elaborar
bebidas fermentadas e caracteriza-las quimicamente, com base na quantificagdo
de compostos volateis e na determinagdo do potencial antioxidante. Este € o
primeiro estudo do conteudo de polifendis e atividade antioxidante dos

fermentados de frutas tropicais e exdticas cagaita, jabuticaba e pitaya.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo da polpa

Foram selecionados, para o preparo da polpa, somente frutos maduros
de cagaita, jabuticaba e pitaya com bom aspecto, sem injuria fisica, podridéo ou
contaminagdo visivel. Apos a selecédo, os frutos foram lavados em &gua clorada,
a 5 ppm, para eliminar possiveis microrganismos existentes, e enxaguados em
agua corrente.

A polpa foi obtida por meio do despolpamento manual, seguido de
passagem em peneira, para a remocdo das sementes, e coada. Em seguida, a
polpa obtida foi armazenada em sacos plasticos e congelada sem aditivo
quimico, segundo a metodologia proposta por Dias et al. (2007) (Figura 1).

Figura 1 Obtencdo das polpas de cagaita (A), jabuticaba (B) e pitaya (C)
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2.1 Elaboracéo dos fermentados alcodlicos de cagaita, jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba) e pitaya

Os mesmos procedimentos experimentais foram utilizados para todas as

frutas avaliadas neste estudo.

2.1.1 Preparo do mosto

Para o preparo do mosto, as polpas foram descongeladas, por 24 horas, a
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C). Os mostos de cagaita,
jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) e pitaya foram preparados de acordo com as
metodologias propostas por Dias et al. (2007) e Dias, Schwan e Lima (2003)
com modificagdes. Os mostos foram transferidos para fermentadores de vidro
com capacidade de 6 L, 1,7 L de mosto de cagaita, 1,8 L de mosto de pitaya e 3
litros de mosto de jabuticaba. O grau Brix foi aferido por meio de um
refratbmetro (SP Labor, faixa de medig¢do 0,0 a 53,0% Brix, modelo PAL-1-
ATAGO). A chaptalizacdo do mosto foi realizada para obter uma bebida cujo

teor alcodlico estivesse entre 8 °"GL e 10°GL.

2.1.1.1 Chaptalizagéo

A chaptalizacdo ocorreu a partir do grau Brix inicial das polpas. Foi
utilizada sacarose comercial (agUcar cristal) para o preparo da solugdo. Em geral,
a cada 18 g de sacarose adicionados a um volume final de 1 L eleva-se o “Brix
do mosto em, aproximadamente, uma unidade. As polpas das frutas foram
corrigidas com solucdo de sacarose, na propor¢do de um volume de polpa para
um volume de solucdo de sacarose, ao valor de 16° Brix para polpas de cagaita e

jabuticaba e 18,4 para polpa de pitaya.
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2.1.1.2 Sulfitagem

Ao mosto foi adicionado metabissulfito de potassio na concentracdo de
0,1 g.L?, proporgdo necessaria para assegurar uma assepsia e reduzir a carga

bacteriana sem afetar a atividade fermentativa das leveduras (DIAS et al., 2007).

2.1.2 Inoculagao

O in6culo para as fermentacdes alcodlicas utilizado foi a levedura
Saccharomyces cerevisiae CCMA 0200 liofilizada, obtida a partir do fornecedor
LNF (Latinoamericana, Bento Gongalves, RS, Brasil). Visando atingir uma
populacdo celular de 107 células/mL, utilizaram-se 6 g de levedura. A cultura foi
reidratada em 60 mL de agua destilada estéril, a 38 °C, por 30 minutos. A fim de
aumentar a biomassa, a levedura foi transferida para 200 mL de meio YEPG (em
g.L?; extrato de levedura, 10,0; peptona bacterioldgica, 20,0; glicose, 20,0) e
incubada, a 30 °C e 100 rpm, em agitador orbital (shaker), por 24 horas. Em
seguida, a levedura foi centrifugada duas vezes e lavada em &gua destilada. Apos
as lavagens, utilizou-se 0 mosto para ressuspender as células e procedeu-se a

inoculagdo a uma populacéo inicial de 107 células.mL™.

2.1.3 Fermentacao alcodlica

Os processo fermentativos foram conduzidos em fermentadores de vidro
com capacidade de 6 L (Figura 2), mantidos a temperatura de 22 °C. A cada 24
horas, monitoravam-se pH, sélidos sollveis totais (°Brix) e células viaveis em
suspensdo. Amostras foram coletadas e congeladas para, posteriormente, serem

submetidas a andlises cromatograficas. O encerramento da fermentagdo foi
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considerado quando houve a estabilizacdo do consumo de agUcares, que é
medido pelo °Brix.



Figura 2 Fermentadores de vidro com mosto de cagaita (A), pitaya (B) e jabuticaba (C), mantidos a 22 °C

69
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2.2 Analises realizadas durante a fermentacéo

2.2.1 pH

A mensuracdo do pH foi feita diretamente nos fermentados alcodlicos,
empregando-se pHmetro digital com eletrodo de vidro, conforme as
recomendacdes da Association Of Official Analytical Chemisty - AOAC (2000).

2.2.2 Sélidos soluveis totais (SST)

O teor de solidos soluveis totais foi determinado por leitura direta em
refratdbmetro digital, previamente calibrado com &gua destilada. Os resultados

foram expressos em °Brix, de acordo com a técnica da AOAC (2000).

2.2.3 Células viaveis em suspensao

Na determinagdo de células vidveis em suspensdo no mosto em
fermentacdo foi utilizada a técnica de contagem do numero de células vidveis em

Céamara de Neubauer com coloracéo de azul de metileno.

2.3 Obtencéo da bebida

Apods a estabilizagdo do °Brix, 0s vinhos foram transferidos para
recipientes limpos, eliminando o excesso da borra formada. As bebidas foram
filtradas sob vacuo em frasco tipo Kitassato, ao qual foi acoplado um funil tipo
Buchner, utilizando filtro de celulose. Terminada a filtracéo, as bebidas foram
acondicionadas em garrafas de vidro &mbar, com capacidade para 750 mL e

armazenas sob refrigeracdo, a 4 °C.
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2. 4 Anédlises cromatogréficas

2.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras coletadas a cada 24 horas dos processos fermentativos
foram submetidas a analises cromatograficas para a determinagdo dos seguintes
compostos: alcoois (etanol, metanol e glicerol), carboidratos (sacarose, glicose e
frutose) e acidos organicos (acético, latico, malico, succinico, citrico e tartarico).

Foi utilizado um cromatégrafo liquido Shimadzu, modelo LC-10Ai
(Shimadzu Corporation Japdo), equipado com detectores de indice de refracéo
(modelo RID-10A) e de ultravioleta (modelo SPD-10Ai). A coluna utilizada foi
0 modelo Shimpack SCR-101H (Shimadzu). Carboidratos e alcoois foram
detectados pelo detector de indice de refracdo e a coluna a temperatura 30 °C. A
determinagdo dos acidos organicos foi realizada pelo detector de ultravioleta,
com comprimento de onda selecionado em 210 nm e a coluna foi operada a
temperatura de 50 °C. A fase mdvel foi o acido perclérico na concentragdo 100
mM, com pH ajustado para 2,1, a um fluxo de referéncia de 0,6 mL.min. A
quantificagdo foi realizada a partir da compara¢do com curvas de calibragdo,
determinadas utilizando-se padrdes certificados da marca Supelco. As analises

foram realizadas segunda a metodologia de Duarte et al. (2009).

2.4.2 Cromatografia gasosa (CG)

Compostos volateis no tempo final de fermentagdo foram analisados
diretamente, sem qualquer tratamento prévio, de acordo com a metodologia de
Duarte et al. (2010c). A analise foi realizada utilizando-se um cromatdgrafo em
fase gasosa (CG) modelo Shimadzu 17A, equipado com um detector de

ionizacdo de chama (DIC) e utilizando uma coluna capilar de silica DB Wax (30
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m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um) (J&W Scientific, Folsom, Calif., U.S.A.). As
condigOes de operacdo foram as seguintes: temperatura do forno mantida a 50
°C, durante 5 minutos, aumentando-se para 190 °C, por incrementos de 3 °C
min? e, depois, mantida a 190 °C, durante 10 minutos. As temperaturas de
injector e de detector foram mantidas a 240 °C e o gas de arraste (N2) foi
mantido a uma taxa de fluxo de 1,2 mL.min. InjecBes de 1 pL foram feitas no
modo split (1:10). A identificacio de compostos volateis foi feita por
comparagdo dos tempos de retengdo das amostras com 0s dos compostos
padrBes injetados nas mesmas condi¢fes acima mencionadas. A quantificagdo
dos compostos volateis foi expressa como 4-nonanol (125 mg.L?) padrdo

interno.

2. 5 Parametros cinéticos das fermentacdes

O desempenho das fermentacdes foi medido pela conversdo de fatores
utilizando o célculo da converséo de substrato (g.g™) em etanol (Yp/s), glicerol
(Yg/s), produtividade volumétrica de etanol (Qp) e eficiéncia de conversdo (Es)
(DUARTE et al., 2010b).

As equac0es utilizadas foram as seguintes:

[Yos = (P:—Pi) / (Si—S9)];

[Yos=(9t—gi) / (Si—Sql;

[Qp = (P —Pi) /ts];

[Ef = (Yws /0,51) x 100];

em que P; = concentracdo inicial de etanol, Ps = concentragéo final de etanol, S;
= concentracao inicial de substrato e St = concentracdo final de substrato, g; =
concentracdo de glicerol inicial, gr = concentracdo de glicerol final e tr = tempo

final da fermentacdo.
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2.6 Determinacéo do teor de compostos fendlicos totais

A determinagdo de compostos fendlicos foi realizada pelo método
proposto por Waterhouse (2001), empregando-se o reagente de Folin-Ciocalteu.
Este método envolve a redugdo do reagente pelos compostos fendlicos das
amostras com concomitante formagéo de um complexo azul.

Aliquotas de 0,5 mL de cada amostra foram adicionadas aos tubos
contendo 2,5 mL de solucdo de Folin-Ciocalteu 10%. Ap6s 8 minutos, foram
adicionados 2 mL de solucdo de carbonato de sodio a 4%. Os tubos foram
agitados e deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A cor azul
produzida pela reducéo do reagente Folin-Ciocalteu pelos fendlicos foi medida
espectrofotometricamente, na faixa de absorcéo de 750 nm. O célculo do teor de
fendlicos foi realizado a partir da equacdo da reta obtida da curva padrdo do
acido galico. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido

galico por litro da amostra (mg.Eq acido galico.L?).

2.6 Determinacdo da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante dos vinhos de cagaita, jabuticaba e pitaya foi
avaliada por meio de dois métodos in vitro: determinacdo da capacidade de

sequestrar radical livre (DPPH) e método de reducéo do ferro (FRAP).

2.6.1 Atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH

A capacidade sequestrante de radicais livres DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazina) foi analisada conforme a metodologia descrita pela Rufino et al.
(2007). Este método se baseia na transferéncia de elétrons de um composto

antioxidante para um radical livre, o0 DPPH, que, ao se reduzir, perde a sua
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coloracdo parpura. Antioxidantes sintéticos butil hidroxi tolueno (BHT) e &cido
ascorbico foram utilizados como padrdes.

Aliguotas dos fermentados de cagaita, jabuticaba e pitaya (amostras),
acido ascérbico e BHT (padrdes) foram diluidas com metanol para se obter trés
diferentes concentragbes. Aliquotas de 0,1 mL de cada amostra foram
adicionadas a 3,9 mL de solucdo metandlica do radical livre DPPH 0,06 mM.
Apo6s 30 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, a
reducdo do radical livre DPPH foi mensurada pela leitura da absorbancia em 515
nm, contra um branco especifico. Como controle, foram utilizados 3,9 mL de
solucdo metandlica de DPPH 0,06 mM e 0,1 mL de metanol.

A capacidade de sequestrar o radical livre foi expressa por meio do valor
da concentracdo inibitéria (IC50), que representa a quantidade de substancia
antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial de DPPH.

2.6.2 Atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro

O poder antioxidante de redugdo do ferro foi estimado pelo Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP), que se baseia na capacidade do composto
de reduzir o Fe (lll) em Fe (Il) (BENZIE; STRAIN, 1996), utilizando a
metodologia desenvolvida por Rufino et al. (2006). O reagente de FRAP foi
preparado misturando-se (a) tampdo acetato de s6dio 300 mM a pH 3,6; (b)
solucdo de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM em HCI 40 mM e (c)
solucéo de cloreto férrico 20 mM. Para obter o reativo FRAP, os reativos a, b e ¢
foram misturados na propor¢do de 10:1:1, no momento da analise. Como
padrdes foram utilizados o butil hidroxi tolueno (BHT) e o &cido ascébico.

Nos tubos de ensaio foram adicionados 3 mL do reagente FRAP e 100
uL das amostras e padroes diluidos em trés diferentes concentragdes, e a leitura

da absorbancia foi feita a 595 nm. O complexo formado por esta reagdo tem
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coloracdo azul intensa, com absor¢do maxima a 593 nm. Plotou-se uma curva

padréo de sulfato ferroso e os resultados foram expressos em mM FeSO..L™.

2.7 Quantificacdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Os compostos fendlicos individuais foram quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia Agilent modelo 1100, equipado com
bomba binéria, injetor automatico e detector UV, no comprimento de onda de
280 e 271 nm, segundo a metodologia de Aquino et al. (2006), com
modificagdes. As amostras de vinhos de frutas e os padrdes foram separados em
uma coluna ascentis C18 (250mm x 4,6 mm, 5 um), conectada a uma pré-coluna
ascentis C18 (20 mm x 4,0 mm, 5um. A fase movel foi composta pelas solugdes:
acido acético 2% (A) e metanol:agua:acido acético 70:28:2 (v/iviv) (B). As
analises foram realizadas com tempo total de 50 minutos. O fluxo utilizado em
todas as andlises foi de 1 mL.min" e o volume da inje¢do, de 20 pL.

Foram utilizados os padrdes &cido galico, catequina, &cido cafeico,
vanilina, &cido p-cumarico, &cido ferulico, &cido m-cumaérico, acido o-cumarico,
acido rosmarico, quercetina, &cido trans-cindmico e acido cafeoilquinico. As
solucbes estoque dos padrGes foram preparadas em dimetil suféxido e/ou
metanol (Merck). As curvas foram construidas por meio da injecéo das solugdes
padrdes em sete diferentes concentracdes em intervalos de 0,01 mg.L?! a 17
mg.Lt. As amostras foram filtradas em membrana de néilon de 0,45 pum
(Milipore®) e injetadas diretamente sem qualquer tratamento. Picos
correspondentes a cada um dos compostos fendlicos nos extratos foram
identificados por comparagdo com o0s tempos de retencdo dos padrdes. A
quantificagdo foi realizada por meio da construgdo de curvas analiticas, em que

cada ponto representou a média de trés repeticdes.
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2.8 Analises estatisticas

Os dados de compostos fenolicos totais, atividade antioxidante e
compostos fendlicos individuais foram submetidos a analise variancia
(ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade, utilizando-se o software de estatistica Sisvar 5.1 (FERREIRA,
2008).

Andlise de correlacdo linear de Pearson e a andlise de componentes
principais (PCA) foram realizadas utilizando o software XLSTAT, versao
2014.1.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise dos mostos durante o processo fermentativo

O processo de fermentagdo dos mostos de cagaita, jabuticaba e pitaya
inoculados com a levedura S. cerevisiae CCMA 0200 foi acompanhado pelas
andlises de solidos soltveis (SS), acucares redutores (glicose e frutose), pH,
contagem de células viaveis e etanol.

Durante o processo fermentativo, a concentragdo celular foi mantida
entre 6,63 log células.mL? a 7,81 log células.mL?, nos trés fermentados
alcodlicos estudados, mostrando sua boa adaptacdo ao meio de fermentacéo.
Estes resultados podem ser comparados com os de Oliveira et al. (2011) em cujo
trabalho, durante o processo fermentativo com o mosto de cagaita, a populacdo
de leveduras foi mantida entre 10° e 108 cel.mL™.

O processo de sulfitagem utilizado no presente trabalho (0,1 g.L?)
mostrou-se eficiente no controle microbiano, pois, durante a contagem de células
viaveis, ndo foi observada a presenca de bactérias. Dias et al. (2007) e Dias,
Schwan e Lima (2003) verificaram que a utilizacdo de 0,1 g.L* de SO, na
elaboracdo de vinho de caja e cacau foi efetiva para a inibi¢cdo de bactérias
indesejaveis, durante a fermentacéo.

O consumo de agUcares pela levedura S. cerevisiae CCMA 0200 se deu
de forma mais rapida no fermentado alcodlico de cagaita e, no tempo de 144
horas, estabilizou-se em torno de 5,26 °Brix, encerrando a fermentacdo. No
fermentado alcodlico de pitaya, a fermentacdo se encerrou com 168 horas,
quando o °Brix se estabilizou em torno de 6 e, no fermentado alcodlico de
jabuticaba, a fermentagdo se encerrou com 192 horas, estabilizando-se em torno
de 5,7 °Brix (Figura 3).
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A répida velocidade de fermentacdo do mosto de cagaita pela levedura
S. cerevisiae CCMA 0200 mostrou que a composigdo nutricional do mosto foi
adequada para o crescimento e a multiplicacdo dessa levedura. Em geral, a
mesma cepa de levedura se comporta diferentemente em resposta a diferentes
mostos, que pode ser devido a composicao quimica das frutas cagaita, jabuticaba
e pitaya, como fonte de carbono, nitrogénio e sais minerais. As condic¢Ges
nutricionais, o pH, a acidez e a temperatura séo fatores que podem influenciar o
processo fermentativo (LEBEAU; JOUENE; JUNTER, 1998).

Alves et al. (2011) avaliaram trés cepas de S. cerevisiae (UFLA CALL,
UFLA CA1174 e UFLA CA1183) em mosto de lichia e demonstraram que o
consumo do aglcar do mosto foi mais rapido pelas leveduras UFLA CA1ll e
UFLA CA1183, e os teores de sdlidos soltveis ficaram em torno de 8,1 e 8,2,
respectivamente, no final da fermentacéo, apds 9 dias.

21 -+

Teor de solidos soluveis totais ( °Brix)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo de fermentacao (dias)
Figura 3 Consumo de sélidos sollveis durante os processos fermentativos para a

obtencdo de bebidas alcodlicas fermentadas de cagaita ( —* )
jabuticaba (—®—) e pitaya (—* )



79

Na Figura 4 estdo demonstrados os valores dos agUcares totais presentes
nos mostos de cagaita, jabuticaba e pitaya, durante os processos fermentativos
conduzidos com a levedura S. cerevisiae CCMA 0200. A concentracdo de
aclcar residual foi de 1,30 g.L %, 1,45 g.L ! e 0,8 g.L?, para fermentados de

cagaita, jabuticaba e pitaya, respectivamente.
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Tempo de Fermentacéo (dias)

Figura 4 Consumo de agUcares totais durante os processos fermentativos para a
obtencdo das bebidas alcodlicas fermentadas de cagaita ( —*—),
jabuticaba (—®—) e pitaya (—* )

Na Figura 5 estdo apresentados os valores de etanol e glicerol obtidos
durante o processo fermentativo do mosto de cagaita, jabuticaba e pitaya,
utilizando a levedura S. cerevisiae CCMA 0200. As concentragdes de etanol
encontradas no ultimo dia de fermentacdo foram de 62,26 g.L* (7,9 °GL) para o
mosto de cagaita, de 67,3 g.L* (8,5 °GL) no mosto de jabuticaba e de 75,2 g.L™!
(9,5 °GL) no mosto de pitaya. Esses valores estdo de acordo com a legislacdo
brasileira que determina que a graduacdo alcoodlica da bebida fermentada de
fruta deve ser entre 4% a 14% em volume, a 20 °C (BRASIL, 2009).
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Um aumento da concentragdo de glicerol foi observado, sendo a
concentracdo final deste composto no mosto de cagaita de 5,72 g.L%, de 7,01 g.L*
no mosto de jabuticaba e de 9,33 g.L! no mosto de pitaya (Figura 5). As
concentragdes, tanto do etanol quanto do glicerol, podem contribuir no “corpo” do
vinho, além da dogura, da acidez, do sabor e da viscosidade (GAWEL; SLUYTER;
WATERS, 2007). A concentracéo de glicerol dos fermentados de frutos do presente
trabalho estdo de acordo com os encontrados por Duarte et al. (2010b) e Oliveira et
al. (2011), nos fermentados de cagaita e jabuticaba, respectivamente.

O glicerol é, quantitativamente, o mais importante subproduto da
fermentacdo alcoolica, depois do etanol e do didxido de carbono. Este composto
ndo contribui diretamente para o aroma, devido a sua natureza ndo volatil, mas
contribui significativamente para a qualidade do vinho, proporcionando dogura,
suavidade e plenitude (REMIZE; SABLAYROLLES; DEQUIN, 2000; YALCINI;
OZBAS, 2008). A concentragdo de glicerol geralmente formada por S.cerevisiae
em vinhos varia de 1 a 15 g.L* (REMIZE; SABLAYROLLES; DEQUIN, 2000).
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Figura 5 Concentragdes de etanol (linha continua) e glicerol (linha pontilhada)
obtidas durante os processos fermentativos para a obtencéo de bebidas
alcodlicas fermentadas cagaita ( —®*—, ~© ), jabuticaba (—%—,
~8-) e pitaya (T, A7)

Os valores do pH ndo apresentaram grandes variacOes, atingindo seu
valor final de, aproximadamente, 3,41 para o fermentado alcodlico de cagaita, de
3,65 para o de jabuticaba e de 3,83 para o de pitaya (Figura 5). O pH final de
bebidas alcodlicas fermentadas situa-se, normalmente, entre 2,0 e 4,0. Aumento
da acidez e reducgdo dos valores de pH sdo decorrentes da producéo de &cidos
organicos, como latico, succinico e acético (Tabela 2).

O fermentado de pitaya apresentou os maiores valores de rendimento
em etanol (Yp/s) (0,42 g.g?), rendimento em glicerol (Yg/s) (0,05 g.g%),
produtividade em etanol (Qp) (0,45 g.L1.h?) e eficiéncia fermentativa (Ef)
(81,42 %), quando comparado aos fermentados de cagaita e jabuticaba
(Tabela 1).
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Tabela 1 Pardmetros cinéticos obtidos dos fermentados alcodlicos de cagaita, jabuticaba
e pitaya, conduzidos com Saccharomyces cerevisiae CCMA 0200

Fermentado de frutas Variaveis

Yp/s(9/g)  Ygls(g/g) Qp(g.Lth-Y)  Er (%)
Cagaita 0,39 0,04 0,433 76,44
Jabuticaba 0,41 0,04 0,31 80,69
Pitaya 0,42 0,05 0,45 81,42

Os valores de rendimento em etanol do presente trabalho foram
semelhantes aos encontrados por Duarte et al. (2010b), quando estudaram a
fermentacdo alcodlica de framboesa e obtiveram valores em torno de 0,38 g.g* a
0,49 g.g'. No entanto, verificou-se que a produtividade dos fermentados de
frutas foi menor que a encontrada por este mesmo autor, o que pode ser

explicado pelo tempo de fermentacéo.

3.2 Analises cromatogréficas das bebidas fermentadas

Ao longo do processo de fermentacdo sdo produzidos &cidos organicos
gue sdo compostos de grande importancia, pois tém influéncia sobre diversas
propriedades organolépticas, como aroma, sabor e cor, e também estdo
relacionados ao controle da estabilidade microbioldgica das bebidas (MATO;
LUQUE; HUIDOBRO, 2005). Na Tabela 2 s&o apresentadas as concentracGes
de 4cidos oxalico, citrico, malico, succinico, acético e latico das bebidas
fermentadas de cagaita, jabuticaba e pitaya. Os &cidos tartarico, butirico e
propidnico ndo foram detectados durante o processo fermentativo. Em vinhos de
uva, os acidos podem ser provenientes da fruta (tartarico, malico e citrico) ou da
fermentacdo (succinico, latico, acético, butirico, férmico e propidnico) e estdo
presentes em quantidades que variam de 5 a 7 g.L?, equivalente a 1% a 8% em
volume (JEFERY; WILKINSON, 2014).
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A concentracdo de é&cido succinico foi maior em todos os fermentados
avaliados neste trabalho, sendo de 4,07, 7,30 e 5,27 g.L* para cagaita, jabuticaba
e pitaya, respectivamente. A producdo de &cido succinico é comum entre as
leveduras e € o principal acido carboxilico produzido durante a fermentacdo
(HEERDE; RADLER, 1978). O sabor deste acido é relatado como sendo uma
mistura de gosto acido, salgado e amargo (WITHING, 1976). Resultados
semelhantes ja foram descritos, tendo sido relatada a concentracéo de 3,61 g.L*
de acido succinico em fermentado de cagaita e de 5,11 g.L™* em fermentado de
jabuticaba (DUARTE et al., 2010c; OLIVEIRA et al., 2011).

O &cido acético também foi encontrado nos trés fermentados de fruta
analisados neste estudo (Tabela 2), tendo o fermentado de cagaita apresentado a
maior concentragdo, 4,76 g.L™. Valor de acido acético abaixo do encontrado
neste trabalho foi detectado por Oliveira et al. (2011), utilizando Saccharomyces
cerevisiae UFLA CA11 livre ou imobilizada. As concentragdes de &cido acético
para o fermentado de jabuticaba e pitaya foram de 0,11 e 0,46 g¢.L?,
respectivamente. Geralmente, a concentracao deste acido deve ser menor que 0,7
g.L™?, para evitar sabor e odor de vinagre (DUARTE et al., 2010c).

A presenga de &cido mélico, assim como de outros acidos, € de grande
importancia em vinhos e pode estar diretamente relacionada com a acidez
(VOLSCHENK; VUUREN; VILJOEN-BLOOM, 2006). A presenca deste acido
foi detectada apenas nos fermentados de cagaita e de jabuticaba, nas
concentraces de 1,22 e 0,96 g.L?, respectivamente.

O écido citrico estd comumente presente em vinhos, em concentragcfes
de 0,1 e 0,7 g.L. Este acido pode ser metabolizado por numerosos géneros de
bactérias laticas e resulta na producdo de &cido acético e diacetil, os quais tém
importante efeito sobre o flavor do vinho (BARTOWSKY; HENSCHKE, 2004).
O fermentado de jabuticaba apresentou teor mais elevado de &cido citrico (7,51

g.L"). Estudos demonstraram diferencas de &cido citrico em fermentados de
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frutas, como 0,5 g.L* no fermentado de caja (DIAS; SCHWAN; LIMA, 2003) e
5,5 g.Lt no fermentado de cacau (DIAS et al., 2007).

Tabela 2 Concentracdo de &cidos organicos presentes nas bebidas fermentadas
de cagaita, jabuticaba e pitaya, detectados por CLAE

Cagaita Jabuticaba Pitaya

Acidos organicos g.L?

Oxalico 0,98 0,10 ND
Citrico 0,76 7,51 0,17
Malico 1,22 0,96 ND
Succinico 4,07 7,30 5,27
Acético 4,76 0,11 0,46
Latico 0,71 ND ND

ND — Nao detectado

Além do etanol e CO,, as leveduras produzem também muitos
compostos que conferem sabor a bebida, durante a fermentagdo alcoolica.
Pequenas quantidades de compostos volateis podem contribuir positivamente
para a qualidade do vinho, enquanto excessivas concentracGes podem ter efeitos
prejudiciais (ANTONELLI et al., 1999; NURGEL et al., 2002).

Os compostos volateis identificados nos fermentados alcodlicos de
cagaita, jabuticaba e pitaya estdo listados na Tabela 3. Foram identificados 25
compostos nos fermentados, incluindo aldeidos (1), alcool (1), alcoois superiores
(8), terpeno (1), acetato (1), dieter (1), furano (1), &cidos graxos volateis (5),
cetona (1) e etil éster (5).

Acetaldeido foi o Unico aldeido identificado nos fermentados de frutas,
em baixos niveis; ele fornece um agradavel aroma frutado, mas, em altas
concentragdes, € um composto indesejavel, que confere sabor oxidado aos
vinhos (MIYAKE; SHIBAMOTO, 1999). A maior concentracdo foi de 22,1
mg.L?, no fermentado de pitaya, seguido do fermentado de cagaita, 15,3 mg.L™!

e do de jabuticaba 13,2 mg.L. Os valores de acetaldeido encontrados nos
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fermentados alcodlicos deste trabalho se encontram abaixo do limiar de
percepcéo que, segundo Liu e Pilone (2000), é de 100 mg.L™.

Foram identificados oito alcoois superiores nos fermentados de cagaita,
jabuticaba e pitaya (Tabela 3). Dentre eles, alcoois isoamilicos (2-metil-1-
butanol + 3-metil-1-butanol) foram os mais abundantes em todos o0s
fermentados: 147,91 mg.L? no fermentado de cagaita, 207,96 mg.L! no
fermentado de jabuticaba e 229,1 mg.L* fermentado de pitaya. Os compostos 2-
metil, 1-propanol, 2-feniletanol e 2-propanol também foram detectados nos trés
fermentados de frutas (Tabela 3). Alcoois superiores, segundo Jefery e
Wilkinson (2014), surgem por meio do metabolismo de agUcares e aminoacidos.
S&o compostos volateis predominantes nas fermentacdes (centenas de mg.L™).
Quando presente em niveis normais, as caracteristicas de fruta sdo positivas,
mas, em quantidades excessivas (ex: em torno de 300 a 400 mg.L™* ou mais), o
resultado é menos desejavel por produzir aromas desagradaveis.

Todos os fermentados de frutas também apresentaram teores de metanol
variando de 12,7 mg.L* (fermentado de jabuticaba) até 36,9 mg.L™ (fermentado
de pitaya) (Tabela 3). O metanol é um alcool toxico, naturalmente presente nas
bebidas alcodlicas, em quantidades inferiores a dos demais componentes. Este
composto ndo é produzido pela levedura durante a fermentagcdo, mas pela
hidrolise da pectina presente em algumas matérias-primas (CAVAROGLU,
2005; PEINADO et al., 2004). Os valores de metanol encontrados nos
fermentados de frutas deste trabalho estdo abaixo do limite estabelecido pela
legislacdo brasileira, que é de 350 mg.L* (BRASIL, 1988).

Os é&cidos graxos volateis octandico e decandico foram 0s mais
abundantes encontrados nos fermentados de frutas, especialmente no fermentado
de cagaita, 19,1 mg.L' e 23,3 mg.L?, respectivamente. Estes é&cidos sdo
produzidos pelas leveduras durante o processo fermentativo. Embora

minoritarios em vinhos de frutas, os acidos graxos volateis juntos contribuem
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significativamente com o aroma do vinho (DUARTE et al., 2010b, 2010c). Altos

niveis de &cidos volateis podem causar menor aceitacdo, por conferirem aromas

3 LT LT3 % ¢

‘vinagre”, “acre”, “manteiga”, “gordura” ou “ran¢oso”
(JEFERY; WILKINSON, 2014).

O etil éster mais abundante encontrado nos fermentados alcodlicos foi o

com descri¢cdes como

etil octanoato: 70,2 mg.L* no fermentado de cagaita, 82,3 mg.L™ no fermentado
de jabuticaba e 293 mg.L! no fermentado de pitaya, que foi o teor mais alto
entre os trés fermentados (Tabela 3). As concentracfes de etil octanoato obtidas
neste trabalho foram superiores as encontradas por Duarte et al. (2010a), no
fermentado de jabuticaba (0,0023 mg.L™?) e por Oliveira et al. (2011), no
fermentado de cagaita (0,13 mg.L?).

Em relacdo ao teor de acetato de etila, todos os fermentados de frutas
deste trabalho apresentaram concentragdes abaixo do limiar de percepcdo
(Tabela 3) que devem ser menores que 150 mg.L* (MAKHOTKINA; PINEAU;
KILMARTIN, 2012). O valor de acetato de etila encontrado por Alves et al.
(2011) e Dias, Schwan e Lima (2003), nos fermentados de caja e lichia,
superaram os valores considerados positivos para o aroma do vinho.

As concentracOes de etil éster sdo especialmente importantes no aroma
de vinhos de frutas e contribuem de forma positiva na qualidade global da
bebida. Suas concentracbes dependem de varios fatores, como a cepa da
levedura utilizada, a temperatura da fermentacdo, a aeracdo e os teores de
acucar. A maioria deles confere & bebida sabor maduro e aroma frutado,
incluindo “banana”, “rosa”, “abacaxi”, “magd”, “floral” e “morango”,
contribuindo para os aromas frutados em geral (JEFERY; WILKINSON, 2014;
PERESTRELO et al., 2006; SWIEGERS et al., 2005).
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Tabela 3 Concentragdo de compostos volateis (mg.L™?) identificados nos vinhos

de cagaita, jabuticaba e pitaya, por CG-FID

N° Compostos Fermentado de frutas
Cagaita Jabuticaba Pitaya

Aldeido (1)

1 Acetaldeido 15,3 13,2 22,1
Alcoois (1)

2 Metanol 31,1 12,7 36,9
Alcoois superiors (8)

3 1-Hexanol 4,0 ND ND

4 2-Heptanol ND 0,7 ND

5 2-Metil-1-propanol 28,9 53,1 61,2
2-Metil-1-butanol +

6 3-metil-1-butanol 147,91 207,96 229,1

7 2- Feniletanol 55,5 64,3 51,0

8 3-Metil-1-pentanol 1,0 ND 3,4

9 1-Propanol ND 3,7 ND

10 2-Propanol 78,5 22,1 21,4
Terpeno (1)

11 a-Terpeniol ND 19,1 9,7
Acetato (1)

12 2-Feniletil acetato 3,5 6,7 14
Diether (1)

13 1,1-dietoxietano 10,7 1,1 0,7
Furans (1)

14 Alcool furfurilico 33 1,0 1,7
Acidos graxos volateis (5)

15 Acido decan6ico 19,1 57 7.2

16 Acido isobutirico 57 35 2,2

17 Acido hexanéico 1,7 1,5 1,1

18 Acido propi6nico 1,8 1,1 1,4

19 Acido octandico 23,3 0,6 1,0
Cetona (1)

20 Acetoina 1,2 0,5 2,9
Etil éster (5)

21 Dietil malato 13,9 2,0 0,6

22 Dietil succinato 4,8 15 1,3

23 Butirato de etila 15,2 ND 22,1

24 Acetato de etila 4,0 6,5 6,6

25 Octanoato de etila 70,2 82,3 293
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Os resultados obtidos para o0s compostos volateis das bebidas
fermentadas de cagaita, jabuticaba e pitaya foram submetidos a andlise do
componente principal (PCA).

Anadlise de componente principal (PCA) foi aplicada com no intuito de
obter uma visdo mais simplificada em relacdo aos compostos volateis
analisados. A representacdo grafica dos dois primeiros componentes principais
(PC1 e PC2) responde por 100% da variabilidade total entre as bebidas
fermentadas (59,76% e 40,24%, respectivamente) (Figura 6).

A bebida fermentada de cagaita aparece destacadamente no lado
positivo do primeiro componente (PC1) e esta fortemente relacionada com as
concentragdes de 2-propanol, 1,1 dietoxietano, &lcool furfurilico, acidos graxos
volateis, dietil malato e dietil succinato. O outro grupo, formado pela bebida
fermentada de jabuticaba, localizada na parte positiva do segundo componente
(PC2), esté fortemente relacionado com os teores de 2-hepanol, 1-propanol, 2-
feniletanol, 2-feniletil acetato e o-terpeniol. Ja a bebida fermentada de pitaya
relacionou-se, principalmente, com os teores de acetaldeido, 2-metil-1-propanol,
alcool isoamilico (2-metil-1-butanol + 3-metil-1-butanol), 3-metil-1-pentanol,
acetoina e octanoato de etila, localizada no eixo negativo do primeiro e do

segundo componente (PC1 e PC2).
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Figura 6 Anéalise de componente principal (PCA) de compostos volateis dos
fermentados de cagaita, jabuticaba e pitaya. Os nameros dos
compostos volateis estdo destacados na Tabela 3

3.3 Determinacéo de fendis totais

Os resultados da determinacdo do teor de compostos fendlicos totais nos
fermentados de cagaita, jabuticaba e pitaya pelo método Folin-Ciocalteu estdo
apresentados na Tabela 4. O teor de fendlicos totais foi significativamente maior
no vinho de cagaita (22,06 mg Eq.4cido galico.L?), seguido do vinho de
jabuticaba (12,71 mg Egacido galico.L!) e o menor valor foi encontrado no
vinho de pitaya (2,80 mgEq acido gélico.L™). As concentragdes de compostos
fendlicos podem variar consideravelmente, dependendo das variedades de frutas,
fatores ambientais e técnicas de processamento (KUMAR; VARAKUMAR;
REDDY, 2012; VILANO et al., 2006).
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Tabela 4 Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos
fermentados de cagaita, jabuticaba e pitaya

Fendlicos totais DPPH FRAP
Fermentado de frutas (mg.Eq.acido (ICs mg.L™) * (mM sulfato
galico.LY) s Mg. ferroso.L™)
Cagaita 22,06° 0,512 775,332
Jabuticaba 12,71° 5,21° 315,451
Pitaya 2,80°¢ 46,6 15,35¢
Butil hidroxi tolueno (BHT) - 6,10° 372,32°
Acido ascorbico - 5,26" 510,00°
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05)

* |Cso - Concentracdo final necessaria para a inibicdo do radical DPPH em 50%

N&o existe, na literatura, qualquer informacdo acerca da quantificagdo
de compostos fendlicos para fermentados alcodlicos de cagaita e pitaya. No
entanto, estudos de compostos fendlicos totais das frutas in natura utilizadas no
presente trabalho ja foram realizados (BELTRAN-OROZCO et al., 2009;
CASTRO et al., 2014; REYNERTSON et al., 2008; ROCHA et al., 2011, 2013;
WU et al., 2006).

O teor de compostos fendlicos do fermentado de jabuticaba do presente
trabalho foi inferior aos encontrados por Sa et al. (2014). O maior contetdo de
fendlicos foi encontrado no fermentado tinto de jabuticaba (1105 pg Egéacido
galico.mL™). Os fermentados rosé e branco apresentaram niveis moderados e
similares de fendlicos totais, 406 pg Eq.acido galico.mL? e 373 pg Eq.acido
galico.mL™, respectivamente. A cor vermelha da bebida de jabuticaba é devido
a presenca da casca, que contém grandes quantidades de antocianinas. Como
esperado, este fermentado apresentou maior contetdo fendlico.

De acordo com Chaovanalikit e Wrolstad (2004), durante a vinificacao,
0s compostos fenoélicos passam dos frutos para 0s vinhos e permanecem ativos,
mas o perfil pode mudar e parcialmente degradar durante o processamento, a

fermentagdo e o envelhecimento. Os resultados encontrados neste estudo
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demonstraram que, mesmo ap6s a fermentacdo da polpa, os fermentados de
frutas, principalmente de cagaita e de jabuticaba, contém quantidades de
compostos fendlicos comparaveis aos resultados encontrados nas frutas in

natura.

3.4 Determinacao da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante dos fermentados alcoolicos foi avaliada com
base na captura do radical livre de DPPH (método DPPH) e na capacidade de
reducdo do ferro (método FRAP) (Tabela 4). As metodologias para a
determinagdo da capacidade antioxidante s&o numerosas e podem estar sujeitas a
interferéncias. Por isso, devem-se utilizar duas ou mais técnicas (HUANG; OU,;
PRIOR, 2005).

As substancias antioxidantes presentes nas amostras reagem com 0
DPPH, que é um radical estavel, e converte-o em 2,2-difenil-1-picril hidrazina.
O grau de descoloracdo indica o potencial antioxidante do extrato. Um extrato
que apresenta alto potencial em sequestrar radicais livres tem baixo valor de
ICso. A capacidade dos fermentados de frutas em sequestrar radicais livres foi
expresso como concentracao final de cada fermentado, necessaria para a inibicéo
do radical DPPH em 50% (1Cso) (Tabela 4).

O menor valor de ICs, foi obtido para o fermentado alco6lico de cagaita
(ICs0 0,51 mg.L?), o que demonstra elevada atividade antioxidante desta bebida.
A capacidade deste fermentado alcodlico em sequestrar radicais DPPH foi,
aproximadamente, 10 vezes maior que os antioxidantes padrfes: BHT e &cido
ascorbico, e, aproximadamente, 90 vezes maior que o fermentado de pitaya (ICso
46,6 mg.L). O poder antioxidante do fermentado de jabuticaba foi

estatisticamente semelhante ao do &cido ascorbico (Tabela 4).
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A atividade antioxidante dos fermentados de cagaita, jabuticaba e pitaya
também foi avaliada em relacéo a capacidade de redugdo do ferro, por meio do
método FRAP. Este método avalia a for¢a antioxidante da amostra, via avalia¢éo
da reducdo do complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) a complexo
ferroso-tripiridiltriazina (Fe?*"TPTZ) por redutores presentes na amostra. Baseia-
se no fato de que a habilidade de um composto em produzir Fe?* a partir de Fe3*
define sua forca antioxidante (BENZIE; STRAIN, 1999). Dessa maneira,
quanto maior o valor, maior producdo de Fe?*e mais antioxidante é a amostra.

Os valores encontrados para a atividade antioxidante determinada pelo
método FRAP também apresentaram significativa diferenca entre o0s
fermentados de frutas. Conforme os resultados da Tabela 4, o poder redutor do
fermentado alcodlico de cagaita foi expressivo (775,3 mM sulfato ferroso.L™),
seguido do fermentado alcodlico de jabuticaba (315,4 mM sulfato ferroso.L?),
que apresentou poder redutor semelhante ao do BHT. A atividade antioxidante
do fermentado de pitaya determinada pelo método FRAP foi significativamente
menor que a dos demais fermentados (15,35 mM sulfato ferroso.L™?).

A cagaita, dentre os frutos do cerrado, ja foi relada por apresentar
atividade antioxidante, assim como no presente estudo. Recentemente, Rocha et
al. (2013) avaliaram a atividade de sequestro do radical livre DPPH pelos
extratos alcodlicos e aquosos de cinco frutos do cerrado (cagaita, chicha,
cajuzinho-do-cerrado, jatoba-do-cerrado e macalba). Os resultados obtidos
demonstraram que tanto o extrato alcodlico quanto o aquoso da cagaita
apresentaram a melhor capacidade de reduzir o radical livre DPPH em 50%,
430,92 mg.L* (extrato alcodlico) e 970,27 mg.L? (extrato aquoso), podendo tal
capacidade ser se atribuida ao teor de B-caroteno e vitamina C desse fruto.

Roesler et al. (2007) estudaram a atividade antioxidante de frutos do
cerrado e observaram que o extrato etanolico da semente de cagaita apresentou

expressiva capacidade de sequestrar radicais DPPH (ICso igual a 14,15 pg.mL™).
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Os autores ainda verificaram relagdo direta entre o teor de compostos fendlicos
destes frutos com atividade antioxidante, assim como observado no presente
estudo.

Em estudos realizados por Gregoris et al. (2013) também foi
demonstrado que a pitaya apresentou baixa atividade antioxidante, assim como
no presente estudo, quando comparado com os fermentados de cagaita e
jabuticaba.

Barros, Campos e Moreira (2010), utilizando diferentes metodologias,
comprovaram atividade antioxidante de vinhos tintos e brancos secos de
jabuticaba. Os autores verificaram que o vinho tinto da jabuticaba apresentou
melhor atividade antioxidante. O fermentado alcodlico de jabuticaba
desenvolvido neste estudo foi o branco, pois foi utilizada apenas a polpa da fruta
e, com isso, comprova-se a atividade antioxidante exercida por outros compostos
fendlicos que ndo sejam antocianinas.

Os resultados de atividade antioxidante avaliados pelo método FRAP
foram semelhantes aos do DPPH-IC50, revelando que tanto o fermentado de
cagaita quanto o de jabuticaba, além de grande capacidade em sequestrar radical
livre (DDPH), tém elevada capacidade redutora.

A analise de correlacdo foi utilizada para explorar as relagbes entre 0s
diferentes parametros antioxidantes avaliados para todos os fermentados de
frutas (Tabela 5). O contetido de compostos fendlicos pode ser considerado um
bom indicador de atividade antioxidante nos fermentados analisados, pois foi
significativamente correlacionado (p < 0,01) com a atividade antioxidante
determinada pelos métodos DPPH e FRAP. Isso ressalta o papel preponderante
dos fendlicos na atividade antioxidante (BUYUKTUNCEL; PORGAL; COLAK,
2014; PAIXAO et al., 2007).

Foi observada significativa correlagdo negativa entre teor de compostos

fendlicos e atividade antioxidante, determinada pelo DPPH (r = - 0,916), descrita
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como valor de ICso. Assim, para tal metodologia, quanto maior o teor de
fendlicos, menor o valor de ICsp. O mesmo ocorreu entre os métodos utilizados
para quantificar as atividades antioxidantes DPPH e FRAP, as quais foram
significativamente negativas, r = - 0,852. Ja a atividade antioxidante pelo
método FRAP mostrou correlacdo positiva com o teor de fendis totais (r =
0,991).

Tabela 5 Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre o teor de fendlicos totais
e atividade antioxidante dos fermentados de frutas

Variaveis Fenolicos totais DPPH FRAP
Fenolicos totais 1

DPPH -0,916 1

FRAP 0,991 -0,852 1

Os valores em negrito séo diferentes de 0, com um nivel de significancia a4=0,01

Katalinic et al. (2004) avaliaram o poder antioxidante de vinhos tintos e
brancos de diferentes variedades de uvas. Como esperado, 0s vinhos tintos
demonstraram capacidade antioxidante significativa, devido a quantidade de
fendlicos totais, flavonoides, antocianinas e catequinas, comparados ao vinho
branco. Segundo estes autores, a correlacdo significativa entre a capacidade
antioxidante de vinhos foi confirmada com os métodos DPPH, FRAP e -
caroteno e estd fortemente correlacionada com o teor de polifenois, assim como
no presente estudo.

Diversos estudos verificaram alta correlacdo entre o contetido fendlico
total e a atividade antioxidante de vinhos de diferentes paises
(BUYUKTUNCEL; PORGAL; COLAK, 2014; CAVULDAK; ANL; VURAL,
2013; FERNANDEZ-PACHON et al., 2004; FERREIRA-LIMA; BURIN;
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BORDIGNON-LUIZ, 2013; LI et al., 2009; LUCENA et al., 2010; PAIXAO et
al., 2007).

3.5 Quantificacdo de compostos fenodlicos individuais

Foram quantificados trés compostos fendlicos dentro do intervalo de
concentragdo utilizado, nos fermentados de cagaita, jabuticaba e pitaya (Tabela
7). Os compostos fendlicos quantificados foram catequina, quercetina e acido

galico.

Tabela 7 Compostos fenélicos individuais (ug.L™?) determinados por CLAE nos
fermentados de cagaita, jabuticaba e pitaya

Compostos fenclicos Fermentado de frutas

individuais
Cagaita Jabuticaba Pitaya
Catequina 121,09+0,33? 44,11+4,22° 51,82+5,18°
Quercetina 19,21+1,302 ND ND
Acido galico 789,3+4,20° 35,47+3,70° 30,52+3,74°

+ Desvio padrdo das médias; Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre
si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05); ND-ndo detectado

Dentre os compostos fendlicos quantificados nos fermentados, acido
galico (acido fendlico) e catequina (flavondide) foram os predominantes em
todos os fermentados de frutas avaliados no presente trabalho.

O acido galico foi o Unico acido fendlico encontrado no fermentado de
cagaita (789,3 pg.L™) e se destacou por apresentar maior concentracdo em
relacéo aos fermentados de jabuticaba (35,47 pg.L™) e pitaya (30,52 pg.L™), que

nao diferiram estatisticamente entre si.
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A catequina foi o composto flavonoide presente em maior concentragéo,
em todas as amostras analisadas, variando de 121,9 pg.L*?, no fermentado de
cagaita a 51,82 pg.L?, no fermentado de pitaya e 44,11 pg.L?, no fermentado de
jabuticaba. O fermentado de cagaita também foi o Unico que apresentou
quercetina, outro composto flavondide (19,21 pg.L?).

Ferreira-Lima, Burin e Bordignon-Luiz (2013) avaliaram a atividade
antioxidante de vinhos brancos da variedade Goethe, produzidos em Santa
Catarina. A catequina foi o composto flavonoide presente em maior
concentracdo, variando em uma faixa de 18,90 a 28,09 mg.L, concentracéo
superior ao encontrado no presente trabalho. A concentracdo de acido galico
variou de 0,85 a 2,00 mg.L?, provando que o fermentado de cagaita tem
concentragdo de &cido galico semelhante & dos vinhos brancos da variedade
Goethe.

Os resultados mostraram que as bebidas fermentadas, principalmente
produzidas a partir de cagaita e jabuticaba, tém atividade antioxidante. Essas
caracteristicas conferem potencial de utilizagdo dessas bebidas como fonte de
substancias bioativas, apresentando potenciais efeitos benéficos para a salde

humana.
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4 CONCLUSOES

Foi possivel obter fermentados de frutas a partir das polpas de cagaita,
jabuticaba e pitaya. A levedura Saccharomyces cerevisiae CCMA 0200 foi
capaz de consumir rapidamente os agucares fermentesciveis presentes no mosto,
convertendo-os em etanol, glicerol, &cidos organicos e compostos volateis
importantes para o0 aroma e o flavor das bebidas.

As bebidas alcodlicas fermentadas obtidas apresentaram teor alcodlico
dentro dos limites estabelecidos pela legislacao brasileira.

Os fermentados alcodlicos deste estudo apresentaram diferencas
importantes, 0 que pode ser percebido pela analise de componentes principais
que permitiram a separacdo das trés bebidas em grupos distintos, com base nas
concentragdes dos compostos volateis.

Dentre os fermentados analisados, destacou-se 0 expressivo poder
antioxidante dos fermentados de cagaita e jabuticaba. A atividade antioxidante
foi altamente correlacionada com o conteido fendlico. Assim, é satisfatoria a
producdo dessas bebidas, pois elas contém quantidades expressivas de
antioxidantes, que sdo substancias que protegem as células contra os efeitos
nocivos causados pelos radicais livres.

Este é o primeiro estudo do contetdo de polifendis e atividade
antioxidante dos fermentados de frutas tropicais e exoticas cagaita, jabuticaba e
pitaya. Para estabelecer um perfil completo dos fermentados de frutas, sdo
necessarias analises complementares, como quantificacdo de outros compostos

fendlicos que podem estar presentes e andlises sensoriais.
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ABSTRACT

Fruit surplus is a common result of intensive agriculture in many
countries. This ecological and economic problem have need of alternative uses
for fruit. The aim of this study was to use surplus jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba) fruits to produce vinegar using immobilised acetic acid bacteria. The
jabuticaba pulp was processed to produce a jabuticaba wine. Saccharomyces
cerevisiae CCMA 0200 was used to ferment jabuticaba must for jabuticaba base
wine production. The ethanol content of this base wines was approximately
74.78 g.L! (9.5 °GL) after 168 h of fermentation. The acetic fermentation for
vinegar production was conducted using a mixed culture of immobilised
Acetobacter aceti (CCT 0190) and Gluconobacter oxydans (CCMA 0350) cells.
The yield of acetic acid reached 74.4% and the productivity was 0.29 g.L*h™,
The amounts of citric (6.67 g.L ), malic (7.02 g.L?), and succinic acid (5.60
g.L?) in the vinegar were particularly high. These organic acids are important
for imparting a suitable taste and flavour to vinegar. In conclusion, vinegar could
be successfully produced from jabuticaba using yeast and immobilised mixed
cultures of A. aceti and G. oxydans cells. This is the first study using a mixed
culture immobilised-cells for vinegar production.

Keywords: Fruit vinegar. Alcoholic fermentation. Acetic fermentation.
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1. Introduction

Jabuticaba (Myrciaria jaboticaba Berg.), which belongs to the
Myrtaceae family, is a native fruit from Brazil. It exhibits spontaneous and
extensive occurrence in the country from the North (Par& State) to the South
(Rio Grande do Sul state) regions. The fruit is a smooth, sub-globular berry that
is black-purple when ripe, is 1.6 to 2.2 cm in diameter, and contains 1 to 4 seeds.
The peel is thin and very fragile, and the pulp has a white to translucent colour
and is sweet and slightly acidic (Andersen and Andersen, 1988; Barros et al.,
1996; Magalhées et al., 1996; Donadio, 2009).

The jabuticaba’s grape-like character allows it for the production of
foods such as wine, juice, jelly, liqueur and potentially vinegar (Cavalcanti et al.,
2011). M. jaboticaba has also been used in the treatment of various diseases; the
peel is commonly used in popular treatments of haemoptysis, asthma, diarrhoea
and chronic inflammation of the tonsils (Santos and Meireles, 2009). The fruit of
the jabuticaba tree has high tannin, vitamin C and flavonoid contents,
particularly in its peel, which indicates a high potential antioxidant capacity and
therefore a possible role in the prevention of many diseases related to oxidative
stress. In Brazil, local population consumes some of these fruits, but the majority
is wasted during harvest due to the high production per tree, the short shelf life
of the fresh fruit, and the lack of use of these fruits as processed products
(Asquieri et al., 2004).

Although the number of studies of fruit wines (Asquieri et al., 2004;
Dias et al., 2007; Duarte et al., 2009; Duarte et al., 2010; Duarte et al., 2011;
Puerari et al., 2012), and fruit vinegars has increased (Ameyapoh et al., 2010;
Hidalgo et al. 20,10; Su and Chien, 2010; Chirife et al., 2011; Hidalgo et al.,
2012), no study has focused on the production of jabuticaba vinegar.

Industrial acetification processes can vary slightly depending on the

particular raw material and type of vinegar produced. Vinegar is produced in a
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two-step process, firstly an alcoholic fermentation and then an acetification. The
use of selected starter cultures is a common practice in the fermented food
industry to predict and ensure the quality and reproducibility of the final product
(Ribéreau-Gayon et al., 2006). These microbial starters play an important role in
controlling the fermentative process (Ayad, 2009). Yeast inoculation has been
widely used to obtain a product, including various beverages such as wine
(Ribéreau-Gayon et al., 2006; Fleet, 2008) and beer (Dufour et al., 2003;
Hutkins, 2006), with a predictable quality (Hutkins, 2006). In contrast,
inoculation for vinegar production has traditionally been limited to the use of the
mother of vinegar or to back slopping. In these cases, the product obtained is the
result of competition between the microorganisms, specifically the acetic acid
bacteria (AAB) present in the undefined starter.

The use of AAB pure cultures to making vinegar from wine and
persimmon wine has been tested (Hidalgo et al., 2010; Alvares-Caliz et al.,
2014) and the results were not completely successful. The use of starter cultures
in vinegar production is still a challenge due to the high genetic variability of
AAB. These studies highlighted the usefulness of using AAB mixed inoculation
systems. Cell immobilisation can be defined as the physical confinement or
localisation of intact cells to a certain area to preserve the desired catalytic
activity. Immobilisation often mimics what occurs naturally when cells grow on
surfaces or within natural structures. Many microorganisms possess the ability to
adhere to different types of surfaces in nature. Numerous biotechnological
processes are facilitated by immobilisation techniques, and therefore, several
techniques and support materials have been proposed (Kourkoutas et al., 2001;
Guo et al., 2010; Jalili et al., 2010). In this study, lyophilised Saccharomyces
cerevisiae UFLA CA11 cells were used for jabuticaba wine production. Vinegar

production was performed by mixed immobilised cells of A. aceti and G.
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oxydans. This is the first study using Ca-alginate bead immobilized acetic acid
bacteria to produce jabuticaba vinegar.

2. Materials and Methods
2.1. Jabuticaba pulp processing

The jabuticaba fruits were obtained from a farm in Minas Gerais State,
Southeaster region of Brazil. Ripe fruits collected manually from the stem and
branches of the jabuticaba tree were washed with water to remove residues. The
fruit pulp was extracted manually by mechanical pressure and stored in
polystyrene bags (2.0 L) at -20 °C. Samples of the jabuticaba pulp were taken
for characterisation of the total soluble solids and pH (AOAC, 2000).

To prepare the jabuticaba must, jabuticaba pulp was defrosted at room
temperature. The jabuticaba pulp had an average of 9.2 °Brix (°B) and pH 3.8.
The soluble solids were adjusted to 16 °B using sucrose solution. Potassium
metabisulphite (0.3 g) was added to the final jabuticaba must (3.0 L) to serve as
an antibacterial and antioxidant agent. To facilitate sedimentation of the non-
fermentable solids, 1 g.L* of bentonite was added to the jabuticaba must (Dias et
al., 2007).

2.2.Microorganisms
2.2.1. Yeast
Lyophilised Saccharomyces cerevisiae CCMA 0200 (ex UFLA CA1l)
(Culture Collection of Agricultural Microbiology, CCMA, Federal University of
Lavras, Brazil). cells have been used for production of jabuticaba wine.
UFLA CAL11 cells were used at a concentration of 107 cells.mL™. The
yeast cells were previously rehydrated in sterile water at 38 °C for 30 min and

then inoculated into the jabuticaba must to perform alcoholic fermentation.
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2.2.2. Acetic Acid Bacteria

Vinegar production was performed using a mixture of immobilised A.
aceti CCT 0190 cells (André Tosello tropical culture collection, Brazil) and G.
oxydans CCMA 0350 cells (Culture Collection of Agricultural Microbiology,
CCMA, Federal University of Lavras, Brazil). 1 mL of acetic acid bacteria
stock cells were cultivated in 100 mL of YEP-ethanol broth (g.L?; yeast extract,
10; bacteriological peptone, 20; ethanol, 60) in Erlenmeyer flasks, incubated for
24-48 hours at 30°C and 100 rpm in an orbital shaker to reach a cell density of

10% CFU.mL"* and then immobilised in calcium alginate.

2.2.3. Immobilised bacterial cells

Bacterial cells were immobilised in calcium alginate according to the
methodology proposed by Oliveira et al. (2011)with modifications . Three-
hundred mL of each cell suspension (A. aceti and G. oxydans), at the
concentration of 10° CFU.mL™, were mixed and 6.0 g of sodium alginate (final
concentration of 2% alginate, w/v) was added to the cell suspension. To obtain
immobilised cells (Fig. 1), the sodium alginate cell suspension mixture was
transferred to Mariotte bottles and homogenised before dripping the suspension
into a 0.1 M CaCl, solution, leading to the formation of calcium alginate beads
containing the bacterial cells. The beads containing both A. aceti and G. oxydans

were used as inoculum of the jabuticaba wine to proceed to the acetification.
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Figure 1 Acetic bacterial cell-immobilisation process. (A) Hydrated sodium
alginate; (B) Cell suspension in sodium alginate, (C) Cells suspended
in the sodium alginate solution that were added dropwise to the
calcium chloride solution to form beads; (D) Immobilisation system;
(E ) Beads formed
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2.3 Vinegar making
The steps involved in vinegar making are shown in Fig. 2

[ Jabuticaba must ]

3. cerevisiae CCMA,
0200 at a concentration Alcoholic fermentation ]
of 107 CFU mL*?

HPLCand GCanalyses
(ethanol, glycerol, organic acids,
carbohydrates)

<
[ Treatment of the jabuticaba wine

J

The jabuticaba wine was used for
the acetification step for
jabuticaba vinegar production

J/
Immobilised bacteria
A. acetiand G. olxua'ans Acetic fermentation
at a concentration of
10° CFUmL!
HPLCand GCanalyses
(aceticacid, ethanol, glycerol,
organicacids, volatile coumponds)
[ Jabuticaba Vinegar ]

Figure 2 General flowchart of the steps involved in vinegar making



115

2.3.1 Alcoholic fermentation

The fermentation experiment was conducted in a 5 L glass fermenter,
22°C. The inoculum of S. cerevisiae strain was prepared as described in section
2.2.1. The must was inoculated with 10 mL of that suspension, corresponding to
a final cell density of 1 x 107 cells.mL* in 3.0 L of must. Fermentation was
considered finished when the Brix level was stable. CO;, production was
observed during the fermentation process. Samples were taken at the beginning
and at the end of fermentation for microbiological and chemical analyses. At the
end of fermentation, the glass fermenter was placed in a 10°C incubator to
facilitate sedimentation of the solid material in the jabuticaba wine. After 10
days at this temperature, the beverage was transferred to provide aeration and
incubated at 10°C for another 30 days. After that period, the jabuticaba wine was
then filtered through diatomaceous earth and cellulose filters under vacuum
(Dias et al., 2007). The jabuticaba wine was then used for the acetification step

for jabuticaba vinegar production.

2.3.2 Acetic fermentation

Immobilised bacterial cells (A. aceti and G. oxydans) at a concentration
of 10° CFU.mL™* were placed in 1.2 L of jabuticaba wine in a 2-L Inceltech
LH.SGI Discovery series 100 bioreactor. Approximately 10,980 beads were
inoculated into the bioreactor. The pH of the wine was adjusted to 5.0 (by
addition of of CaCQg3). The oxygen flow was maintained at 0.05 vvm, at 28 °C,
without agitation. During the acetic fermentation, samples were taken every 24
hours for subsequent physicochemical and chromatographic analyses. The acetic
fermentation was considered complete when the ethanol consumption and acetic

acid concentration were stabilized.
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2.3.2.1 Viable cells

Viable cells (CFU.mL™?) of total AAB inside the beads was counted at
time zero (jabuticaba wine incoculated) and every 24h until the end of vinegar
making (264 hours). Ten beads (approximately 0.5 mL of carrier beads) were
placed on a glass filter to remove the fluid and then transferred to a 5-mL
graduated cylinder containing 3.5 mL of sterilised water. The height of the liquid
was recorded to determine the volume increase due to the carrier beads. The
immobilised cells were then squeezed out of carrier beads in sterilised water
using a glass stick. The number of CFU mL* was determined in YEP-ethanol

agar (g.L%; agar, 20; yeast extract, 10; bacteriological peptone, 20; ethanol, 60).

2.4 Physicochemical and chromatographic analysis

The pH values of the alcoholic and acetic fermentations were measured
at room temperature using a digital pH meter (Micronal, model B474,
Germany). The total soluble solid content was determined using a digital
refractometer (ATAGO PR-1000) and results are expressed in degree Brix (°B).
The total reducing sugars concentration was determined by dinitrosalicylic acid
(DNS) according to the methodology proposed by the (Miller, 1959).

The yield was calculated as the acetic acid produced in relation to the
theoretical yield. The theoretical yield was calculated as the amount of ethanol
converted to acetic acid, in which 1.0 g of ethanol yields 1.304 g of acetic acid
(Park et al., 1989). Productivity was calculated from the quantity of acetic acid
produced per unit volume over time (g.L™* h?).

The ethanol, glycerol, organic acids (lactic, acetic, tartaric, malic and
succinic acid), and carbohydrates (glucose, sucrose and fructose) contents were
quantified using high-performance liquid chromatography (HPLC). The analyses
were conducted using a Shimadzu model LC-10 Ai chromatograph (Shimadzu

Corp., Japan) equipped with a dual detection system consisting of an ultra violet
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detector (UV) and a refractive index detector (RID -10A). A Shimadzu cation-
exchange column (Shim-pack SCR-101H, 7.9 mm x 30 cm) was operated at 30
°C for the sugars and ethanol and at 50°C for the organic acids, using 100 mM
perchloric acid as the eluent, at a flow rate of 0.6 mL.min. The acids were
detected via UV absorbance (210 nm), whereas the sugars and ethanol were
detected via RID. Individual sugars, acids and alcohols were identified by
comparing their retention times with the retention times of certified standards.
The quantification of alcohols, sugars and acids was performed using calibration
curves obtained using standard compounds. All of the samples were examined in
triplicate.

Volatile compounds in the vinegar jabuticaba were analyzed directly
without any prior treatment, according to the methods of Duarte et al. (2010b).
Analysis was performed using a gas chromatography (GC) Shimadzu model
17A, equipped with an FID (flame ionization detector) and using a capillary
column of silica DB Wax (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 pum) (J&W Scientific,
Folsom, Calif.,, U.S.A.)). Operating conditions were as follows: the oven
temperature was maintained at 50°C for 5 min, raised to 190 °C by increments of
3°C.min! and then kept at 190°C for 10 min. Injector and detector temperatures
were kept at 240°C, and the carrier gas (N2) was kept at a flow rate of 1.2
mL.min?. Injections of 1 puL were made in the split mode (1:10). The
identification of volatile compounds was done by comparing the retention times
of the samples with those of standard compounds injected at the same
conditions. The quantification of the volatile compounds was expressed as 4-

nonanol (125 mg.L™) as internal standard) equivalents.

2.5 Statistical analyses
Each fermentation process (alcoholic and acetic) was conducted in

duplicate and the mean values * standard deviations are reported. The Tukey's
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test was performed using Statgraphics Plus for Windows 4.1 software (Statistical
Graphics Corp. Software - (Free download)) to evaluate the statistical
significance (P < 0.05).

3. Results and Discussion
3.1. Jabuticaba wine

The jabuticaba pulp was processed to obtain a fermentable must. Before
the beginning of the fermentative process, sucrose was added to the jabuticaba
pulp to achieve 16 °Brix and the must was supplemented with potassium
metabisulphite (100 mg.L) and bentonite (1 g.L%). An inoculum of 10’
cells/mL (7.0 Log CFU.mL™) of S. cerevisiae UFLA CA11 produced a final
ethanol concentration of 75.0 g.L? (9.5 °GL), after 168 h of fermentation.
These results are differ from those obtained by Duarte et al., (2010a) who
reported a value of 57.0 g.L' when fermenting jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba) with an initial 16 °Brix. Small amounts of sucrose, fructose, and
reducing sugars were detected in the jabuticaba wine (0.09 g.L?, 0.06 g.L* and
0.04 g.L?, respectively). Glucose was not detected in the jabuticaba wine (Table
1). Table 1 presents the contents of compounds that are important with respect to
the flavour and the aroma of the jabuticaba wine.

The rapid decrease in the sugar content and increase in the
concentration of ethanol during an inoculated fermentation (74.78 g.L!) was
also observed by Domizio et al. (2007) during fermentation of grape must under
controlled temperature conditions. This result confirmed that the selected yeast
promoted a rapid increase in the concentration of ethanol; moreover, these
strains dominate the fermentation process. Nurgel et al. (2002) found that
fermentation of non-pasteurised grape using the selected yeast (6.7 log CFU.ml

1) was completed in 6 days, while indigenous fermentation lasted 10 days. These
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authors also found that the pH values of the wines were similar (approximately
3.08).

Lactic, tartaric, propionic and butyric acid were not detected in the
jabuticaba wine. Acetic acid was formed during the fermentation of jabuticaba
must, reaching maximum value of 0.9 g.L?! at 168 h (Table 1). Low
concentrations (less than 1.0 g.L™) of acetic acid provides a pleasant taste and
inhibits the development of undesirable or pathogenic microorganisms.

Malic and citric acid were also detected in the jabuticaba wine (Table 1).
The malic acid concentration was 1.0 g.L at 168 h of fermentation. During the
fermentation process, the citric acid concentration decreased from 1.99 g.L* (0
h) to 1.37 g.L! at the end of fermentation (168 h). It is possible that citric acid
was metabolised by S. cerevisiae as a carbon and energy source; which have the
ability to ferment/assimilate this organic acid, causing the increase in the pH
value (Schwan and Wheals, 2004), as observed in this study. Citric and malic
acids are commonly found in fermented fruit beverages, where they act as
preservatives with antimicrobial properties (Nurgel et al., 2002; Puerari et al.,
2012).

Oxalic acid was detected in the jabuticaba wine before the aerobic phase
of acetic fermentation (Table 1). The organic acids produced by yeast and
bacterial species contribute to the refreshing flavour, unique aroma and the
texture, in addition to controlling the growth of food-spoilage microorganisms
(Duarte et al., 2010a). The concentration of glycerol in the jabuticaba wine was
low (5.10 g.L™). This value was consistent with the value of less than 10.0 g.L™*
suggested by Dias et al. (2007) to confer the characteristic body and texture of
the beverage. Glycerol is the main secondary product of alcoholic fermentations
by S. cerevisiae, which was used as the inoculum in this study. The glycerol

concentration of approximately 5.1 g.L* was close to the values of 6 and 10 g.L-



120

! suggested by Vogt et al. (1986) to confer the characteristic body and texture of
the beverage.

The ethanol concentration increased during jabuticaba must
fermentation, reaching a maximum concentration of 74.78 g.L* (10.3% v/v) at
168 h of fermentation (Table 1). Jabuticaba wine was used as base wine for

production of jabuticaba vinegar.

3.2. Jabuticaba vinegar

In our study, we used a new technology for vinegar production, which
was conducted using a mixture of immobilised A. aceti and G. oxydans cells in a
submerged culture fermentation conducted in a bioreactor.

The experiment was performed under controlled conditions at 28 °C,
0.05 vvm of oxygen, initial pH 5.0 and no stirring. The acetification step was
considered finished after consumption of ethanol and acetic acid production
have been stabilized, which was observed after 264 h. Analysis of the acetic acid
bacterial population showed that the concentration of the mixed immobilised-
cell population at the end of vinegar making was 6.7 Log CFU.mL™* (Fig. 3).
The acetic acid concentration in the vinegar reached 77.8 g.L* after 264 h.
Therefore, the mixed starter culture was found to have efficiently fermented the
jabuticaba wine to produce vinegar.

Assessment of the experimental data revealed that using the
immobilised-cell model could increase the rate of acetic acid production and
substrate utilisation. Encapsulation protected the microorganisms from their
environment, and the link between the microbial environment and the
production of acetic acid was demonstrated by the model. It can be observed a
slight increase in the cell density during the jabuticaba vinegar making (Fig. 3).
The model system might have resulted in widespread surface growth and hence,

cells could have been continuously released from the gel beads into the
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fermentation medium, leading to a decreasing cell population in the beads (Jalili
et al., 2010). However, the results showed that a negligible release from the

immobilised-cell beads occurred (data not shown).
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Figure 3 Ethanol consumption, acetic acid production, population of acetic acid
bacteria (Log CFU mL™?) and pH value in the jabuticaba alcoholic
must during acetic acid fermentation

Ethanol consumptions and acetic acid production during vinegar making
can be observed in Figure 3. According to the stoichiometry of reaction that
converts ethanol to acetic acid, 1.0 g of ethanol can provide 1.304 g of acetic
acid In industries, the conversion of 1.0 g ethanol to 1.0 g of acetic acid can be
considered economic (Maal et al., 2010). Figure 4 shows the yield and
productivity of the acetic fermentation. The production was favorable, reaching
values of 77.4% vyield and productivity of 0.29 g.L-1h. Therefore, we can
conclude that the evaporation of volatile compounds was low, which might be
attributed to using appropriate aeration (0.05 vvm) and thermal (28 °C)

conditions.
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Figure 4 Yield/productivity of acetic acid in the jabuticaba vinegar

Several organic acids in vinegar are important for imparting a suitable
taste and flavour. Table 2 shows the contents of various organic acids in the
jabuticaba vinegar. The total acetic acid concentration in the jabuticaba vinegar
produced using a mixed culture of immobilised Acetobacter aceti and
Gluconobacter oxydans cells was 77.8 g.L* (Fig. 3), which is approximately two
times the concentration in onion vinegar (~25.0 g.L ) produced using cell-free
of A. aceti (Horiuchi et al., 1999). The mixed culture of immobilised A. aceti
and G. oxydans cells was highly satisfactory for acetic fermentation using
jabuticaba wine as the medium. This system achieved higher acetic acid
productivity than that of fermentations by free cells. Our results indicated that
the mixed culture and immobilised technology might be one of the best
fermenting strategies employed to overcome substrate limitation and achieve
high product yield. The concentration of citric, malic, and succinic acids were
particularly high (Table 2). The contents of these three acids (citric, malic, and

succinic) increased by approximately five times compared to the initial values
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for the jabuticaba wine. These acids (citric, malic and succinic) were also found
by Jang et al., (2015) , in commercial and traditional vinegars from Korea. The
lactic, tartaric, butyric and propionic acid concentrations in the jabuticaba wine
were null and remained null in the vinegar. The final pH of the jabuticaba
vinegar was 2.74. This value is attributed to the high acid production in the
fermentation process (Fig. 3).

A total of 18 compounds were identified and quantified in the jabuticaba
vinegar, aldehydes, higher alcohol, terpene, acetate, diether, furans, acid,
ketones and ethyl esters (Table 3). Callejon et al., (2009) identified in Sherry
vinegars ninety-six compounds: 23 carbonyl compounds, 2 ethers, 1 acetal, 26
esters, 3 lactones, 20 alcohols, 6 volatiel phenols, 1 terpeno and 14 acids. The
flavor of vinegars is determined by a series of volatile constituints with three
different origins: substrate, acetification and aging. Although several major
volatile compounds, such as acetic acid, ethyl acetate and acetaldehyde
contribute to vinegar’s final aroma, many other minor compounds with a wide
range of polarities, solubilities and volatilities could help to explain the
complexity of the overall sensation, especially if the vinegars are produced from
fruits (Ubeda et al., 2011; Plessi; Papotti 2014). Acetaldehyde was the only
aldehyde measured in the jabuticaba vinegar (3.72 mg.L™). Acetaldehyde is a
very volatile compound, its content tends to decrease during acetification since
this product is an intermediary metabolite in the transformation of ethanol to
acetic acid and is therefore converted into acetic acid by the same metabolic
pathway (Callejon et al., 2009). At low levels, acetaldehyde gives a pleasant
fruity aroma to wines, but at high concentrations, it has a pungent, irritating
odour (Miyake, Shibamoto, 1993). Six higher alcohols were identified in
Jabuticaba vinegar. Among then, 2-phenylethanol were found in high levels
(Table 3). The presence of 2-phenylethanol may cause a “flowery” and “sweet”

notes (Perestrelo et al., 2006), which could be considered as a positive
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characteristic for Jabuticaba vinegar Acetoin (3-hydroxy-2-butanone) also
unique ketone identified in jabuticaba vinegar (149.64 mg.L™). This compound
deriva initially from acetic aldehyde an pyruvates due to the action of
microorganisms during alcoholic fermentation ant then from lactate and
acetolactate by acetic acid bacteria (AAB) (De Ley, 1959, Plessi; Papotti 2014).
Natera et al., (2003) found the content of the acetoin ranging from 18 mg.L™ for
malt vinegar to 227 mg.L* for the apple vinegars. Higher concentrations ethyl
acetate and ethyl octanoate were also found in the jabuticaba vinegar, 179.38
and 148.23 mg.L?, respectively (Table 3). The quantitatively most important
volatile ester is ethyl acetate. This is present especially in vinegars produced
according to slow acetification surface process, where high amounts of ethanol
in conjunction with acetic acid are present, while in the industrial vinegar, the
amounts are smaller. Initial ethanol content determines the formation of certain
compounds such as ethyl acetate (Morales et al., 2002; Baffo et al., 2009). Ethyl
acetate also was by far the major volatile compound found for Callejon et al.,
(2008), when describe the aroma profile of the different categories of Sherry
vinegar, the concentration was between 132 and 3955 mg.L*, followed by
considerable amounts of acetoin 194 and 1020 mg.Lin all the samples.

Based on the analyses of the vinegar and the limits required by law
(Bortolini et al., 2001), the final product of jabuticaba vinegar has an acceptable
acetic acid level, of approximately 7.78% (w/v), and an ethanol concentration
less than 1.0% (v/v). Figure 5 shows the clear appearance of the jabuticaba
vinegar. The final product obtained had a good colour (pale yellow). The
jabuticaba vinegar had a strong jabuticaba flavour, which compensated for the

pungent smell due to volatile acids, and proved to be a very promising product.



125

Jabuticaba (Myrciaria jabuticaba) Jabuticaba Vinegar

Figure 5 Appearance of jabuticaba fruits and the jabuticaba vinegar

4. Conclusions

Vinegar could be successfully produced from jabuticaba wine using
yeast and immobilised cells of mixed cultures of A. aceti and G. oxydans. This
was the first study to produce jabuticaba vinegar. The chemical analyses
revealed that jabuticaba vinegar has high contents of organic acids, which add
functional value to the vinegar.

The technology proposed in this study is significant because jabuticaba
fruits were employed to obtain products of market value, e.g., jabuticaba
vinegar. The key point for industrial application of the proposed technology is
the promotion of fermentation by an immobilised-cell biomass that provides the
possibility of eliminating the use of centrifugal separators, which have a high

energy demand and require high industrial investment.
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5. Perspectives
This study demonstrated the ability of a mixture of immobilised
Acetobacter aceti and Gluconobacter oxydans cells to produce jabuticaba
vinegar that shows potential for industrial applications. The mixture of

immobilised cells is being tested for scalable production of jabuticaba vinegar.
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Figure captions

Fig. 1. Acetic bacterial cell-immobilisation process. (A) Hydrated sodium
alginate; (B) Cell suspension in sodium alginate, (C) Cells suspended in the
sodium alginate solution that were added dropwise to the calcium chloride

solution to form beads; (D) Immobilisation system; (E ) Beads formed
Fig. 2. A general flowchart of the steps involved in vinegar making.

Fig. 3. Acetic acid fermentation. Ethanol consumption and acetic acid
production. Concentration of acetic acid bacteria cells (Log CFU mL?) in the
jabuticaba alcoholic must and pH.

Fig. 4. Yield/productivity of acetic acid in the jabuticaba vinegar.

Fig. 5. Appearance of jabuticaba fruits and the jabuticaba vinegar.



Table 1 Chemical and physical characteristics of the jabuticaba wine

Acids (gL™?)
Period of Acetic acid Citricacid  Succinic acid Malic acid Oxalic acid
fermentation
0h 0.11+0.01a 1.99+0.01a 0.25+0.01a 0.11£0.01a 0.09+0.01a
168 h 0.92+0.01b 1.37£0.01b 1.15+0.01b 1.00£0.02b 0.29+0.01b
Sugars (gL™)
Sucrose Glucose Fructose Reducing sugars
Oh 92.60+0.11a 12.60+0.08a 23.47+0.21a 36.46+0.31a
168 h 0.09+0.01b n.d.b 0.06+0.01b 0.04+0.01b
Alcohols (gL?)
Ethanol Glycerol
Oh n.d.a n.d.a
168 h 74.78+0.41b 5.10+0.01b
pH Brix
Oh 3.05+0.02a 15.5+0.02a
168 h 3.02+0.02a 5.37+0.02b

The data are the mean values of duplicate measurements + standard deviation. Different letters in the same column indicate
significant differences (P < 0.05). n.d. = not detected
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Table 2 Chemical and physical characteristics of the jabuticaba vinegar

Acids (g.L?)
Period of Citric acid Succinic acid Malic acid Oxalic acid
fermentation
Oh 1.39+0.01a 1.52+0.01a 1.07+0.01a 0.22+0.01a
264 h 6.67+0.01b 5.604+0.01a 7.02+0.01b 0.18+0.01a
Alcohols (g.L™?)
Glycerol
Oh 5.324+0.01a
264 h 5.36+0.01a

The data are the mean values of duplicate measurements + standard deviation. Different letters in the same column indicate
significant differences (P < 0.05). n.d. = not detected
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Table 3 Concentration of volatile compounds (mgL™) identified in Jabuticaba vinegar by GC-FID

N° Compounds Concentration (mg.L™?) Descriptors
Aldehydes (1)
1 Acetaldehyde 3.72 Fresh, green®
Higher alcohol (5)
2 2-Heptanol 11.48 Coconut, ketonic solvent, unpleasant?
3 2-Methyl-1-propanol 7.35 Malty?
4 2-Methyl-1-butanol + 3-Methyl-1-butanol 22.21 Malty, solvent-like?
5 2-Phenylethanol 31.40 Flowery, honey-like?
6 2-Propanol 28.31 --
Terpene (1)
7 a-Terpeniol 4.17 Pine, terpenoids
Acetates (1)
8 Phenylethyl acetate 1.38 Apple, honey, roses, sweet’; flowery®
Diether (1)
9 1,1-diethoxyethane 1.63 -
Furans (1)
10 Furfuryl alcohol 14.81 --
Acid (5)
11 Decanoic acid 2.61 Wax, tallow, rancid, soap¢; fatty®
12 Isobutyric acid 6.38 Sweat, bitter?; cheese, rancid®
13 Hexanoic acid 1.20 Fatty acids, vegetable 0il%; cheese, sweaty®
14 Propionic acid 2,77 Vinegar®
15 Octanoic acid 1.77 Fatty acids, vegetable 0il?; rancid, harsh®
Ketones (1)
16 Acetoin 149.64 Butter, cream, cheese-like®
Ethyl esters (2)
17 Ethyl acetate 179.38 Solvent, fruity?; nail polish®
18 Ethyl octanoate 148,23 Apple, fruity’; sweet®

@ Czerny et al. (2008)

b Siebert et al. (2005)

¢ Boidron et al., (1988)
d Meilgaard (1975)

¢ Romano, Suzzi (1996)
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1. Documentos Anexados:
(Assinale e indique também o nimero de folhas):
(Devera ser indicado o nimero total de somente uma das vias de cada documento).
Documentos Anexados folhas
& |11.1 | Guia de Recolhimento da Unigo (GRU). 1
[J |11.2 | Procuragao.
[ 1113 | Documentos de Prioridade.
O |114 | Documento de contrato de trabalho.
I [115 |Relatorio descritivo. 4
[ |116 |Reivindicagdes. 2
[ {117 |Desenho(s) (se houver). Sugestao de figura a ser publicada com 0 resumo: n°, por 1
melhor representar a invengao (sujeito & avaliagao do INPI).
& (118 |Resumo. 1
0 (119 | Listagem de sequéncias em arquivo eletronico: e de CDs ou DVDs (original e copia).
[ |11.10 | Codigo de controle alfanumerico no formato de codigo de barras referente as listagem de
sequéncias.
O | 11.11 | Listagem de sequéncias em formato impresso.
[ |11.12 | Declaracao refativa & Listagem de sequéncias.
[ | 1113 | Outros (especificar) 3
Anexo: Inventor (72) - continuacgdo dos inventores
i)
12. Total de folhas anexadas: 10 fls.

13. Declaro, sob as penas da Lei que todas as informagoes acima
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prestadas sao completas e verdadeiras.
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