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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, nio seremos capazes de
resolver os problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o mundo.”

Albert Einstein



RESUMO

O processamento de frutas para a obtencdo de bebidas é uma forma de agregar valor
a matéria-prima, além de melhorar a remuneracao do produtor pelo desenvolvimento de novos
produtos. Tendo essa ideia como premissa, objetivou-se, neste trabalho, elaborar e
caracterizar bebidas fermentadas gaseificadas a base de sapoti. Com frutos adquiridos na
cidade de Jodo Pessoa (PB), foram elaboradas bebidas a partir de trés concentrac@es iniciais
de solidos soluveis totais distintas (14 °Brix, 16 °Brix e 20 °Brix). As analises realizadas
foram acidez total titulavel, acidez volatil e acidez fixa, pH, solidos sollveis totais, extrato
seco total, cinzas, agUcar redutor, acucar ndo redutor e aglcar redutor total, compostos
fenolicos totais, atividade antioxidante, teor alcodlico e concentracdo de biomassa. Para todas
as formulagbes foram calculados os parametros cinéticos da fermentacdo: rendimento em
produto, rendimento em células, produtividade em produto e eficiéncia da fermentacdo. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e o teste de Tukey foi aplicado para
identificar diferencas significativas entre as médias, a um nivel de confianca de 95%. Os
fermentados alcodlicos gaseificados provenientes das trés formulagdes apresentaram valores
médios de 7,4 % v/v para o teor alcodlico; 3,54 para o pH; 2,2 °Brix para o teor de solidos
sollveis totais e 145,20 meg/L para a acidez total titulavel. Os resultados dos parametros
cinéticos para as trés formulacGes variaram de 0,28 a 0,34 para o rendimento em produto, de
0,009 a 0,012 para o rendimento em células, de 0,17 a 0,21 para a produtividade em produto e
de 55,56 a 67,30 % para a eficiéncia da fermentacdo. Para o teor de compostos fendlicos
totais, a formulacdo com 16 °Brix apresentou o maior resultado, sendo 8,51 mg EAG/100 mL,
com capacidade antioxidante de 488,75 uM TEAC/g de inibi¢cdo do radical DPPH, 596,04
UM TEAC/g de inibicdo do radical ABTS e 705,24 uM TEAC/g de poder redutor FRAP. O
parametro teor alcodlico para todos os fermentados de sapoti gaseificados apresentaram
valores dentro da faixa estabelecida pela legislacdo brasileira para fermentados de frutas, ja
para a acidez total titulavel o unico fermentado que obteve resultado dentro do especificado
pela legislacdo foi a bebida desenvolvida pela formulagdo com 20 °Brix, com valor médio de
122,4 meq/L.

Palavras-chave: Fermentado de fruta; sapoti; fermentacdo alcoodlica; cinética fermentativa;
compostos fenolicos; atividade antioxidante.



ABSTRACT

The processing of fruit to obtain beverages is a way to add value to the raw material,
in addition to improving the producer's remuneration for the development of new products.
Having this idea as a premise, the objective of this work was to elaborate and characterize
carbonated fermented beverages based on sapodilla. With fruits acquired in the city of Jo&do
Pessoa (PB), beverages were prepared from three different initial concentrations of total
soluble solids (14 °Brix, 16 °Brix and 20 °Brix). The analyzes performed were total titratable
acidity, volatile acidity and fixed acidity, pH, total soluble solids, total dry extract, ash,
reducing sugar, non-reducing sugar and total reducing sugar, total phenolic compounds,
antioxidant activity, alcohol content and biomass concentration . For all formulations,
fermentation Kkinetic parameters were calculated: product vyield, cell yield, product
productivity and fermentation efficiency. The data obtained were submitted to analysis of
variance and the Tukey test was applied to identify significant differences between the means,
at a confidence level of 95%. The aerated alcoholic fermented products from the three
formulations showed average values of 7.4% v/v for alcohol content; 3.54 for pH; 2.2 °Brix
for the total soluble solids content and 145.20 meg/L for the total titratable acidity. The results
of the kinetic parameters for the three formulations ranged from 0.28 to 0.34 for product
yield, from 0.009 to 0.012 for cell yield, from 0.17 to 0.21 for product productivity and from
55 .56 to 67.30% for fermentation efficiency. For the content of total phenolic compounds,
the formulation with 16 °Brix presented the highest result, being 8.51 mg EAG/100 mL, with
antioxidant capacity of 488.75 uM TEAC/g and DPPH radical inhibition, 596.04 uM TEAC/
g of ABTS radical inhibition and 705.24 uM TEAC/g of FRAP reducing power. The alcohol
content parameter for all aerated sapodilla fermented products presented values within the
range established by the brazilian legislation for fruit fermented, while for the total titratable
acidity, the only fermented product that obtained a result within the specified by the
legislation was the drink developed by the formulation with 20 °Brix, with an average value
of 122.4 meg/L.

Keywords: Fruit fermented; sapodilla; alcoholic fermentation; fermentative kinetics; phenolic
compounds; antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Conforme o Plano Nacional de Desenvolvimento da Fruticultura (PNDF), a
fruticultura brasileira € uma das mais diversificadas do mundo e a area de cultivo com frutas
no pais supera dois milhdes de hectares. O Brasil é o terceiro produtor mundial de frutas, atras
da China e da India, com um volume de 40,5 milhGes de toneladas e participagio de 4,5 % na
producdo da fruticultura mundial, gerando um expressivo resultado em termos de geracao de
empregos no campo, na agroindustria e ao longo de toda a cadeia produtiva (GERUM et al.,
2019; FAO, 2021). Este cenario, somado a uma relevante contribuicdo a sustentabilidade
social e ambiental das propriedades rurais de frutas, coloca a fruticultura como uma das
atividades mais relevantes do agronegécio brasileiro (GERUM et al., 2019).

Dentre as frutas produzidas e consumidas no Brasil, existe o fruto do sapotizeiro
(Manilkara zapota L.), que apesar de ndo fazer parte das frutas mais consumidas pelos
brasileiros, de acordo com a pesquisa de or¢camentos familiares (POF) 2017-2018, possui
grande potencial de producdo, comercializacdo e processamento industrial (BANDEIRA et
al., 2003; IBGE, 2019).

O sapotizeiro é uma espécie frutifera da familia Sapotaceae, cultivado,
principalmente, para producdo de frutos consumidos in natura. Apresenta casca fina, polpa
tenra e suculenta, com sabor caracteristico bastante doce. O aroma, sabor e valor nutritivo do
fruto sdo caracteristicas marcantes, que impulsionam sua comercializacdo (SILVA JUNIOR et
al., 2014).

Ainda de acordo com Silva Junior et al. (2014), no Brasil, a maior parte da producgéo
desse fruto estd localizada no Nordeste, onde Pernambuco destaca-se como maior produtor
nacional. Outros estados produtores sdo Bahia, Ceara, Para, Paraiba, Rio Grande do Norte e
Sergipe.

O fruto possui um amadurecimento muito rapido, devido as muitas mudancas
fisiologicas e bioguimicas ap6s a colheita e pelo alto teor de &gua, sendo sua conservagao
dependente do estadio de maturacdo da colheita, tornando-se mais perecivel quando colhido
em estadio maduro (BALA e KUMAR, 2017).

O alto indice de perdas na comercializacdo de frutas no Brasil faz com que uma
pequena parcela chegue a mesa do consumidor. Em funcao deste desperdicio, varias técnicas
tém sido desenvolvidas para aumentar o aproveitamento pos-colheita destes frutos. A polpa
do sapoti tem sido utilizada na parte gastronémica em varios paises, tem-se 0 suco e o sorvete

que sdo produzidos a partir da fruta. Outros produtos tém sido estudados, principalmente na
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india, porém, na maioria das vezes, o processamento leva & perda do sabor caracteristico da
fruta (SANTOS et al., 2020b). Dentre as técnicas de processamento, destaca-se a fermentagéo
como uma alternativa de desenvolvimento de novos produtos, como fermentados alcoolicos
de frutas (FAGUNDES et al., 2015).

As Dbebidas fermentadas de fruta sdo desenvolvidas a partir de processos
fermentativos em que as leveduras sdo utilizadas para transformar o aglcar em alcool. Estes
microrganismos podem ser diferenciados pelo seu aspecto, suas propriedades, sua formade
reproducédo e também pela maneira de transformar o acticar (AQUARONE et al., 2001).

A Saccharomyces cerevisiae é o principal microrganismo utilizado como agente
fermentativo em processos industriais de producdo de bebidas alcodlicas devido a sua
capacidade de fermentar uma vasta gama de aclcares (TEIXEIRA, 2015). No entanto para
fermentacdes alcodlicas com alto teor de aclcar a Saccharomyces bayanus tornou-se
comumente utilizada, ja que esta variedade possui maior resisténcia as concentracbes de
alcool ao fim da fermentacdo, mesmo com baixos niveis de aglcares fermentesciveis no meio
(HORNSEY, 2007).

A fermentacdo alcodlica proveniente de uva madura ou do suco de uva, é a bebida
fermentada mais antiga e que se tem mais relatos de estudos. Porém podem ser utilizados
como matéria-prima para a producdo de bebidas alcodlicas fermentadas, qualquer fruto ou
vegetal que contenha umidade, acucar e nutrientes para as leveduras (FAGUNDES et al.,
2015).

Conforme o Decreto n° 6871, de 04 de Junho de 2009, os fermentados de frutas séo
as bebidas com graduacédo alcodlica de 4 a 14 % em volume, a 20 °C, obtidas da fermentacéo
do mosto de fruta sa, fresca e madura. Segundo a Instrucdo Normativa n® 34 de 29 de
Novembro de 2012, a denominacédo do fermentado de fruta devera ser acrescida dos seguintes
dizeres: i) a expressdo relacionada quanto ao teor de acUcar desta bebida; ii) a expressao
gaseificado (caso seja gaseificado); iii) a expressdo sem alcool (caso seja desalcoolizado)
(BRASIL, 2009; BRASIL, 2012).

Uma das classificacdes dos fermentados de frutas, sdo os fermentados de frutas
gaseificados, e uma das mais importantes caracteristicas de bebidas gaseificadas é a espuma,
pois consiste no primeiro atributo percebido pelos consumidores. A sua formacéo esta ligada
a presenca de pequenas bolhas lentamente liberadas através do liquido e sua persisténcia sao
caracteristicas apreciadas. As bolhas de gas aumentam a percepgdo sensorial de bebidas
gaseificadas por transportarem moléculas de aromas (LIGER-BELAIR et al., 2001; LIGER-
BELAIR et al., 1999). A obtencdo dessa espuma em bebidas fermentadas de fruta pode ser
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feita através de um processo de gaseificacdo natural, como também pode ser feita a injecdo de
gés carbonico (CO;) de forma artificial.

As pesquisas sobre fermentados de fruta que ndo sejam uvas tém aumentado nos
ultimos anos. No Brasil, foram realizados estudos com diferentes espécies de frutos tropicais
como manga (FONSECA et al., 2020), abacaxi (DINIZ e PINHEIRO, 2013; PARENTE et al.,
2014), meldo (BESSA et al., 2018), goiaba (SANTOS et al., 2020a), umbu (DANTAS e
SILVA, 2017), maracuja e beterraba (ROCHA, 2018), Jabuticaba (NEVES et al. 2021),
alcancando resultados promissores.

Diante do exposto e visando a expansdo dos conhecimentos acerca das possibilidades
do processamento do fruto do sapotizeiro, desenvolveu-se uma bebida alcoolica fermentada
de sapoti gaseificada, onde foram estudadas as cinéticas fermentativas dos mostos e
verificadas as melhores condicdes de concentracdo de solidos solUveis totais (SST) para
obtencdo de uma bebida alcodlica fermentada com melhor rendimento e assim corroborar

com estudos futuros da aplicacdo do fruto sapoti na biotecnologia industrial.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBIJETIVO GERAL

Obtencdo de uma bebida alcoodlica fermentada gaseificada, do fruto do sapotizeiro
(Manilkara zapota L.), a fim de agregar valor a este fruto, aproveitando suas boas

caracteristicas fermentesciveis e sensoriais.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Obter e caracterizar o caldo de sapoti através das andlises fisico-quimicas:
Acidez total, Sélidos Soluveis Totais, pH, Aclcares Redutores, Acucares
Redutores Totais e Acucares Ndo Redutores;

— Realizar acompanhamento cinético da primeira fermentacdo utilizando caldos
de sapoti com trés diferentes concentrac@es de Solidos Soluveis Totais;

— Analisar os parametros cinéticos: Rendimento em produto - (Yps);
Rendimento em célula - (Yys); Produtividade em produto - (P,) e Eficiéncia
da fermentacéo - (%Ef) e fazer a comparacéo entre as formulagdes;

— Realizar segunda fermentacdo pelo método primer;

— Determinar o contetdo total de compostos fendlicos e atividade antioxidante
(pelos métodos DPPH, FRAP e ABTS) do caldo e dos fermentados de sapoti
gaseificados;

— Caracterizar os fermentados de sapoti gaseificados fisico-quimicamente e

comparar com a legislagéo vigente.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 FRUTAS

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de frutas, ficando atras apenas da China
e da India, com producdo de cerca de 45 milhdes de toneladas ao ano, das quais 65% s&o
consumidas internamente e 35% s&o destinadas ao mercado externo (EMBRAPA, 2020). No
entanto, existem perdas e desperdicios que ocorrem em todas as etapas da cadeia produtiva
das frutas, desde a colheita até o consumo (GORAYEB et al., 2019).

As frutas estdo entre os alimentos mais consumidos no mundo, podendo ser
consumidos de varias formas. De modo geral, sdo compostas de substancias de grande
importancia nutricional e potencialmente funcional, como: fibras alimentares, compostos
antioxidantes, vitaminas, minerais (potassio, ferro, manganés, magnésio, calcio, fosforo, etc.)
e outros componentes benéficos para o organismo (LAGO, MAIA e MATTA, 2016).

Além da composi¢do em nutrientes e compostos fenolicos, as frutas também contém
substancias que conferem as suas caracteristicas de aroma, sabor, cor e textura; e que as
tornam desejadas e apreciadas pela maioria das pessoas, particularmente quando estdo no seu
ponto adequado de maturacdo (LAGO, MAIA e MATTA, 2016).

Numa dieta saudavel, as frutas desempenham papel de grande destaque, seja pelo
simples prazer de consumi-las, seja pela saude que proporcionam, traduzida em aumento da
expectativa de vida, vitalidade, prevencao de inUmeras doencas; como também pela presenca
de uma vasta gama de vitaminas, minerais e fibras. Tudo isso as tornam um alimento
essencial, salutar e sem precedentes (LORENZI et al., 2006).

Em geral, as frutas sdo caldricas devido ao seu teor de acUcar, fato que merece
atencdo para quem precisa controlar a sua ingestdo. Frutas como caqui, uva, sapoti e banana,
por exemplo, possuem alto teor de agUcar. O abacate e 0 acai, por sua vez, também sao frutas
altamente energéticas, porém em funcgéo do teor de gordura. Encontram-se inimeras citacdes
atribuindo as frutas diferentes tipos de acdo nutricional e de beneficios a saude (LAGO,
MAIA e MATTA, 2016).

Segundo Barret, Somogyi e Ramaswamy (2005), as frutas por serem extremamente
pereciveis, sdo, em sua grande maioria, processadas na forma de sucos, néctares, polpas,
geleias, doces, entre outros. Desta maneira, 0 processamento colabora com o aumento da vida

atil, além de facilitar o transporte e agregar valor ao produto.
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3.1.1 Sapoti

Caracteristicas gerais do sapoti

O sapotizeiro [Manilkara zapota (L.) P. van Royen], ilustrado na Figura 3.1, é a
espéecie frutifera mais conhecida da familia Sapotaceae. Intimamente relacionado com a
cultura das civilizagbes pré-colombianas do México e América Central, foi, por muitos anos,
uma importante matéria-prima para fabricacdo do chiclete, a partir da extracdo do latex do
tronco. Gomas sintéticas vém substituindo as naturais e, na maioria dos paises produtores, 0
sapotizeiro é cultivado, principalmente, para producéo de frutos consumidos in natura; sendo
sua casca fina e a polpa tenra e muito doce, contendo uma substéncia gelatinosa que Ihe da
um aroma singular (SILVA JUNIOR et al., 2014).

Figura 3.1 - O sapotizeiro

Fonte: Santos (2021)

O sapoti € um fruto com formato ovalado, de tamanho pequeno variando de 5a 9 cm
de didametro e com peso entre 45 a 200 g, como mostrado na Figura 3.2. O sapoti apresenta
casca fina e de coloracdo marrom, e em sua superficie encontra-se um p6 que se desprende
facil ao tocar no fruto. Quando imaturo, possui polpa dura, esbranquicada e muito
adstringente, j no seu estadio de amadurecimento, apresenta polpa suculenta de coloracdo
castanho-avermelhada, amarelada ou marrom-escura, com sabor bastante adocicado e sem
acidez (SILVA JUNIOR et al.,, 2014). A evidéncia de uma fruta estar em estadio de
maturacdo ndo esta ligada a cor, mas antes a consisténcia, macia sem estar demasiadamente
mole (LAGO, MAIA e MATTA, 2016).
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Figura 3.2 - Sapoti.

Fonte: Mesquita (2021)

Composicdo do sapoti

Para fins de estudos, geralmente, frutos como sapoti séo separadas a casca, a polpa e
a semente. Quanto a distribuicdo percentual dos componentes do fruto (polpa, casca e
sementes), Alves, Filgueiras e Moura (2000), encontraram que em média o0 sapoti possui
10,36% de casca, 2,13% de sementes e 87,51% de polpa.

O sapoti é um fruto adocicado, rico em SST e agUcares, com reduzida acidez total
dos frutos, conforme observado por Soares (2018) e Costa et al. (2017), embora possa haver
grande variacdo nessas caracteristicas, dependendo da cultivar. A polpa de sapoti €
considerada pouco &cida, apresentado valores de pH entre 5,09 e 6,52 (OLIVEIRA et al.,
2017; SOARES, 2018), e acidez total entre 0,10 e 0,18 g/100 mL (SOARES, 2018; SOUSA et
al., 2012).

De modo geral, no estudo da composicao dos alimentos, € importante determinar a
quantidade de cinzas, pois a partir dela pode-se fazer uma quantificacdo de minerais presentes
no alimento. Assim, para o sapoti, Bramont et al. (2018), afirmam que a quantidade de cinzas
presente na casca é de 1,32% e na polpa é de 0,52%. Os valores dos teores de micronutrientes

na casca e polpa do fruto do sapotizeiro séo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Quantidade de micronutrientes (mg/100g) na casca e polpa do sapoti

Saodio (Na) Potassio (K) Célcio (Ca) Litio (Li)
Casca 23,46 366,00 71,73 1,79
Polpa 8,61 104,86 14,06 0,94

Fonte: Adaptado de Bramont et al. (2018)
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Ainda pode ser observado na composicdo do fruto do sapotizeiro vitaminas A,
Complexo B, C e minerais como célcio, fosforo e ferro. Se tratando do potencial cal6rico para
100 g da polpa da fruta tém-se 96 calorias, 75% de umidade, 26% de carboidratos, 0,7% de
proteinas. Além disso, o sapoti possui elevados teores de SST na casca e polpa (LUZ et al.,
2019; COIMBRA et al., 2017, BRAMONT et al., 2018).

Compostos fenolicos totais

Em frutas como o sapoti sdo encontradas substancias benéficas muito importantes
como os antioxidantes. Estes sdo substancias que apresentam funcdo de protecdo celular
contra radicais livres. Além disso, podem ainda aumentar a imunidade e prevenir contra
algumas doencas. Entre os antioxidantes mais conhecidos tém-se as vitaminas A, C, E e
compostos fenolicos (TURECK, 2017; MORALIS, 2018).

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e anéis
aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, que os confere o poder antioxidante
(ARNOSO, COSTA e SCHMIDT, 2019). Esses compostos podem ser divididos em classes e

subclasses como mostrado na Figura 3.3.

Figura 3.3 - Divisdes das classes dos compostos fendlicos

COMPOSTOS
FENOLICOS
o2 FENOIS
POLIFENOIS SIMPLES
¥
. . ACIDOS ; .
TANINOS FLAVONOIDES FENGLICOS CUMARINAS

Fonte: Adaptado de Schafranski (2019)

Segundo Rezende (2010), a polpa congelada do sapoti tem concentracdo de
compostos fendlicos totais de 50,25 mg de equivalente de acido galico (EAG)/100 g. Morais
(2018) encontrou valores de compostos fendlicos totais para diferentes polpas de sapoti que
variaram de 9,86 a 16,24 mg EAG/100 g. Além desses, Lim, Rabeta e Uthumporn (2018)
obtiveram o valor médio do teor total de fenolicos para o suco puro de sapoti igual a 46,98 mg
EAG/100 mL.
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Ainda em relacdo a atividade antioxidante, Morais (2018) obteve resultados a partir
da metodologia DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) para a polpa de sapoti que variou entre
9,88 a 12,60 umol TEAC/100 g de amostra, enquanto Murnisyazwani e Rabeta (2019)
obtiveram porcentagem de inibicdo de DPPH para o suco diluido de sapoti (proporcédo de
diluicdo 1:1) de 36,75% em acetona 70%, 36,75% em etanol 70% e 14,06% em agua.

Producdo e comercializacdo do sapoti

A maioria da producao e comercializagdo do sapoti esta concentrada em paises como
india, Filipinas, Sri Lanka, Malasia, México, Venezuela, Tailandia, Indonésia, Brasil e paises
da América Central e Caribe. Nessas regides, a producdo é quase que totalmente voltada para
0 consumo nos préprios paises de origem, no entanto existe uma demanda crescente pela fruta
em outros paises, principalmente da Europa, América do Norte, Oriente Médio e Sudeste
Asiatico (SILVA JUNIOR et al., 2014).

No Brasil, Pio-Corréa (1969), afirma que o sapoti foi introduzido das Antilhas. Uma
das mais importantes introduc¢des deu-se no inicio dos anos 1800, a partir da Guiana Francesa,
juntamente com diversas espécies exdticas, com o envio de mudas para os jardins botanicos
de Belém e, posteriormente, Olinda e Rio de Janeiro (SANJAD, 2010).

A producdo do sapoti ocorre desde o Estado de Roraima até o Rio Grande do Sul, no
entanto é nas regides Norte e Nordeste, onde o sapotizeiro encontra as melhores condicbes
para o seu desenvolvimento. Os estados nordestinos como: Pernambuco, Paraiba, Rio Grande
do Norte e Ceard se destacam na producdo de sapoti devido, principalmente, as condicdes
propiciadas pelo clima associado com o uso de irrigacdo. Um grande incentivo para oS
produtores é o elevado prego que esse fruto atinge no mercado interno. O sapotizeiro, embora
se adapte facilmente as mais diferentes condi¢cfes de solo, clima e altitude, é mais produtivo
em altitudes inferiores a 400 m, temperatura elevada, acima de 28 °C, suportando longos
periodos de seca, apesar de se beneficiar com a irrigacdo em épocas criticas (ALVES,
FILGUEIRAS e MOURA, 2000).

A maioria das fruteiras exéticas cultivadas no Brasil, e que atualmente faz parte de
expressivos mercados nacional e internacional, foi introduzida de diferentes continentes e o
seu cultivo teve adaptacdo regionalizada por conta de caracteristicas ambientais. No entanto,
existe um numero expressivo de espécies frutiferas exoticas cultivadas com relativo sucesso
que ainda ndo alcangaram niveis consideraveis de comercializagdo, como é o caso do sapoti
(ALBUQUERQUE e SILVA, 2008).
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No Brasil, a maior parte da producdo do sapoti € consumida de forma fresca, apesar
de ja estd ganhando aceitacdo dos consumidores na forma de doces, refrescos, conservas,
geleias, xaropes, etc., produzidos de forma artesanal, e ainda muito pouco conhecidos
(SOARES, 2018).

A indisponibilidade do fruto do sapotizeiro ou de produtos derivados dele, em
regides ndo produtoras, mostra a importancia do emprego de tecnologias para proporcionar
um prolongamento da vida util para que o produto possa chegar até estes lugares (SOARES,
2018).

3.2 BEBIDA ALCOOLICA FERMENTADA

As bebidas alcodlicas sdo tdo antigas quanto a humanidade. Ao longo de dez milhdes
de anos, civilizacbes do mundo todo fabricaram bebidas alcoodlicas, fermentando agucares
presentes em todo o tipo de frutos e, até, descobrindo formas de fermentar cereais e raizes
com amido (CURRY, 2020).

Segundo Curry (2020), cerca de 7000 a.C., a chicha, fabricada com milho
fermentado, ja era consumida nos banquetes. A uva pode ter surgido originalmente na Europa,
regido de Georgia, mas a primeira data concreta para a producédo de vinho, cerca de 5400 a.C.,
remonta as vizinhas montanhas Zagros, no Ird. J& no Egito Antigo, os trabalhadores
ganhavam forgas com uma cerveja de trigo e cevada produzida em quantidades industriais
pelo Estado, 3150 a.C.. Alguns historiadores relatam que cananeus, fenicios e gregos
disseminam a vinicultura no Mediterraneo (2000 a.C.). Em Honduras foram encontrados
fragmentos ceramicos que revelam cacau fermentado que remetem a 2000 a.C. e 1000 a.C..

Sales (2010) afirma que mesmo antes da chegada dos europeus, os indigenas
produziam e consumiam uma diversidade de bebidas fermentadas obtidas de frutas, sementes,
raizes, seiva de palmeiras e mel de abelha. Sdo exemplos de bebidas alcodlicas por eles: o
pulque, no México; o guarapo e o sinisco, na América Central; a chicha, no Peru; a aloja, na
Argentina e o cauim, no Brasil.

No Brasil colonial consumia-se o vinho importado da metrépole portuguesa, nos
sal6es, enquanto os menos favorecidos consumiam a aguardente de cana (subproduto da
indUstria agucareira, a partir da segunda metade do século XVII). No entanto, a partir do
inicio do século XIX, o consumo da aguardente se difundiu e se popularizou em todo o pais
(SALES, 2010; SOUZA 2004).

Nos dias atuais, o Brasil € um grande mercado consumidor de bebidas alcodlicas.

Segundo Acselrad et al. (2014), mais da metade da populagdo consome bebidas alcodlicas e
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em grande quantidade (mais de 18 litros de alcool puro por ano), o triplo da média global. Na
Figura 3.4 é observado o ranking, em milhares de litros, das bebidas alcoolicas consumidas no

Brasil no ano de 2017.

Figura 3.4 - Consumo de bebidas alc6olicas no Brasil no ano de 2017

Ranking, em milhares de litros

Cerveja Y A 12.526,9
Cachaca > I 5203
Vinho |z |G 311.8
Bebidas mistas I 136,2
Vodca M 60,6
Conhaque | & 51,2
Whisky | 7 |1 38,9

Rum | g° 18,7
Licor 1174

Cidra |10°116,4
Gim 1.8

Tequila 1.6

Fonte: Laporta (2018)

Segundo Aquarone et al. (2001) a bebida alcoodlica, no Brasil, é definida como um
produto refrescante, aperitivo ou estimulante destinado a ingestdo humana no estado liquido,
sem finalidade medicamentosa e contendo mais de meio grau Gay-Lussac de alcool etilico.

Ja a classificacdo das bebidas alcodlicas, perante a legislacdo brasileira, é feita
segundo o Decreto N° 6.871, de 4 de Junho de 2009 (BRASIL, 2009), que estabelece
que bebida alcodlica é a bebida com graduacao alcoolica acima de meio por cento em volume
até cinquenta e quatro por cento em volume, a vinte graus Celsius, a saber:

a) bebida alcodlica fermentada: é a bebida alcodlica obtida por processo de

fermentacdo alcodlica;

b) bebida alcodlica destilada: é a bebida alcodlica obtida por processo de fermento-
destilacéo, pelo rebaixamento do teor alcoolico de destilado alcodlico simples, pelo
rebaixamento do teor alcoolico do alcool etilico potavel de origem agricola ou pela
padronizacdo da propria bebida alcodlica destilada;

c) bebida alcodlica retificada: € a bebida alcodlica obtida por processo de retificacdo

do destilado alcodlico, pelo rebaixamento do teor alcodlico do alcool etilico


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/DEC%206.871-2009?OpenDocument
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potavel de origem agricola ou pela padronizacdo da propria bebida alcodlica
retificada;

d) bebida alcodlica por mistura: é a bebida alcoolica obtida pela mistura de destilado
alcoolico simples de origem agricola, alcool etilico potavel de origem agricola e
bebida alcodlica, separadas ou em conjunto, com outra bebida ndo alcodlica,
ingrediente ndo alcodlico ou sua mistura.

Outra forma de classificacdo das bebidas alcoolicas esta apresentada na Figura 3.5.

Figura 3.5 - Classificacdo de bebidas alcodlicas

BEBIDAS
ALCOOLICAS
A
FERMETO-
FERMENTADAS DESTIL ADA MISTURAS
h Y k. W h 4
CERVEJAS | | FERMENTADOS | | FERMENTADOS | | yyvpyog | | BSPUMANTES SIDRA

DE CANA DE FRUTAS

Fonte: Adaptado de Brasil (2009)

3.2.1 Fermentado de Fruta

A legislacdo brasileira denomina fermentado de fruta como sendo a bebida com
graduacdo alcoolica de quatro a quatorze % em volume, a vinte graus Celsius, obtida pela
fermentacdo alcodlica do mosto de fruta sd, fresca e madura de uma Unica espécie, do
respectivo suco integral ou concentrado, ou polpa, que podera nestes casos ser adicionado de
agua. Ainda refere que o fermentado sera denominado “fermentado de ...”, acrescido do nome
da fruta utilizada e que, quando adicionado de didxido de carbono, o fermentado de fruta sera
denominado “fermentado de ...”, acrescido do nome da fruta, gaseificado (BRASIL, 2009).
Ainda em relacdo a classificacdo de fermentados de frutas, sdo denominados gaseificados
aqueles que apresentam presséo entre 2 e 3 atm (BRASIL, 2012), outras especificacfes para

bebidas fermentadas de frutas estéo apresentadas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Especificacéo fisico-quimica para os fermentados de fruta

Parametro rh:m:rtﬁ) rrll_;?iir:]eo Classificacao
Acidez fixa (meq/L) 30 - -
Acidez total (meg/L) 50 130 -
Acidez volatil (meg/L) - 20 -
Anidrido sulfuroso total (g/L) - 0,35 -
Cloretos totais (g/L) - 0,50 -
Extrato seco reduzido (g/L) 12 - -
Graduacao alcodlica (%v/v a 20 °C) 4 14 -

Pressao (atm) 2 3 Gaseificado
- <3 Seco
Teor de agucar (g/L) >3 i Doce ou suave

Fonte: Adaptado de Brasil (2012)

O vinho ¢é a bebida obtida pela fermentacédo alcodlica do mosto da uva s&, fresca e
madura, e gque resulta em uma bebida com graduacdo alcodlica de 8,6% a 14% em volume.
No entanto, mesmo sendo um fermentado de fruta, é regulamentado separadamente no Brasil.
Assim como derivados da uva e do vinho comercializados em todo o territorio nacional,
produzidos no Brasil e importados (BRASIL, 2018).

Dias, Schawn e Lima (2003) alertam que a tecnologia para elaboracédo dessas bebidas
ndo € padronizada e Unica, no que diz respeito a levedura a ser utilizada, a temperatura ideal
de fermentacdo, e o tipo de tratamento que o mosto da fruta, ou a propria fruta, deve sofrer na
fase pré-fermentativa.

Corazza, Rodrigues e Nozaki (2001) relatam que as operacdes do processo de
fabricacdo de bebida alcodlica fermentada sdo: extracdo e preparo de mosto, fermentacdo
alcodlica, trasfega, clarificacdo, maturagdo e armazenamento. Em escala industrial, essas
operacOes sdo aplicadas na producdo do vinho, mas também podem ser empregadas para
outras frutas. Teoricamente, qualquer fruto ou vegetal que contenha umidade, aclcar e
nutrientes para as leveduras pode ser utilizado como matéria-prima para a producdo de
bebidas alcodlicas fermentadas.

Nos ultimos anos varios tipos de frutas tém sido utilizados como matéria-prima na
producdo de fermentados de frutas no Brasil. Santos e Souza (2020) produziram fermentado

alcoolico de pinha, que segundo eles, apresentou caracteristicas que sdo adequadas a este tipo
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de produto. Além disso, comprovaram que a utilizagdo de leveduras de panificagéo,
Saccharomyces cerevisiae, também pode ter um bom desempenho na producéo deste.

Neves et al. (2020) fizeram a caracterizacdo fisico-quimica do fermentado de caju e
resultados mostraram que o pseudofruto apresenta um excelente potencial no que se refere a
producéo de bebidas fermentadas, podendo entéo, ser uma forma de diminuig&o do alto indice
de desperdicio, em seu periodo de safra.

Bessa et al. (2018) produziram fermentado alcodlico a partir da polpa do meldo das
variedades amarelo e cantaloupe. O fermentado também foi caracterizado e determinado 0s
parametros cinéticos do processo fermentativo da bebida, apresentando conformidade com a
legislagdo em sua maioria, com destaque para o teor alcoolico (5,03% e 6,80% v/v), para a
bebida do meldo amarelo.

Santos et al. (2021) desenvolveram fermentado alcodlico de maracuja da Caatinga, a
partir do fruto em dois estadios de maturacéo aparente (intermediario e maduro), com e sem
diluicdo da polpa. Os fermentados obtidos apresentaram graduacao alcoolica de 6,99 a 8,12%
v/v, e valores relevantes para compostos fendlicos e atividade antioxidante, principalmente os
obtidas a partir do fruto em estadio intermediario de maturacédo e sem diluicéo.

Neves et al. (2021) elaboraram e caracterizaram o fermentado alcodlico de jabuticaba
(Plinia jaboticaba) produzido artesanalmente. Nesse estudo avaliaram o pH (3,128); teor de
compostos fenolicos totais (861,574 mg/L); antocianinas totais (35,758 mg/L), monoméricas e
polimerizadas; acUcares totais (4,700 g/L); etanol (8,797 °GL); taninos (15,864 mg/L);
capacidade antioxidante (6,854 pumol Trolox/L); intensidade de cor, tonalidade e composigéo
da cor; teor de &cido elagico; &cidos organicos; 2,3,-butanodiol; glicerina; aminoacidos;
aminas biogénicas e ion amonia.

Existem poucos estudos sobre o uso de sapoti para producdo de bebida alcoodlica
fermentada. Patra, Singdevsachan e Swain (2016) obtiveram fermentado de sapoti com 7,33
°GL e destacaram o potencial antioxidante encontrado no fermentado obtido. Albuquerque et
al. (2017) obtiveram fermentados de sapoti com 5,9, 7,35 e 7,5 °GL, enquanto Ranjitha et al.
(2015) obtiveram fermentados de sapoti com teores alcodlicos entre 10,1 e 11,2% (v/v). Além
dos fermentados de sapoti, o fruto também foi utilizado na produgdo de cerveja, onde
Boniféacio (2018) desenvolveu uma cerveja artesanal com polpa de sapoti e observou que o
teor alcoolico da cerveja com a polpa de sapoti (3,6 °GL) foi superior a cerveja sem a fruta
(3,0 °GL). O mesmo foi observado por Freire et al. (2020), na producéo de cerveja artesanal
com adicdo de 17% (p/v) de polpa de sapoti, observou-se aumento do teor alcodlico e

compostos fenolicos totais, quando comparado a cerveja produzida sem adicao da polpa.
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Ao que se refere a bebidas alcodlicas fermentadas de frutas gaseificadas, uma das
mais importantes caracteristicas desta bebida é a espuma, pois consiste no primeiro atributo
percebido pelos consumidores. A sua formacéo esta ligada a presenca de pequenas bolhas
lentamente liberadas através do liquido e sua persisténcia sdo caracteristicas apreciadas
(LIGER-BELAIR et al., 1999). As bolhas de gas aumentam a percepgdo sensorial de bebidas
gaseificadas por transportarem moléculas de aromas (LIGER-BELAIR et al., 2001). A
obtencdo dessa espuma em bebidas fermentadas de fruta pode ser feita através de um processo
de gaseificacdo natural, como também pode ser feita através da injecdo de CO, de forma
artificial.

Segundo Panesar et al. (2017) um vinho espumante € um vinho com adi¢do de CO,
(ndo inferior a 5 g/L a 20 ° C), produzido por fermentacdo secundaria em recipientes
fechados, como garrafa ou tanque, para reter o CO, produzido.

Panesar et al. (2017) ao estudar sobre o desenvolvimento de “vinho espumante” de
ameixa obtido por dois métodos distintos: charmat (método que consiste na segunda
fermentacdo ocorrendo em tanques isobaricos, para aprisionamento do CO,) e champenoise
(método que consiste na segunda fermentacdo ocorrendo na garrafa, para aprisionamento do
CO,), concluiu que o vinho espumante obtido pelo método champenoise foi superior na
maioria das caracteristicas fisico-quimicas, como quantidade de aldeidos, ésteres, compostos
fendlicos totais, antocianinas totais teor de etanol, minerais e etc. Dos dois métodos utilizados,
o0 vinho fermentado em garrafa obteve a pontuacdo mais alta e foi considerado o melhor em
todas as qualidades sensoriais, devido ao melhor aroma, grau de carbonatacdo e adstringéncia.

Bertagnolli et al. (2017) desenvolveram e fizeram a caracterizagdo fisico-quimica e
volatil de um fermentado de fruta utilizando goiabas maduras da variedade Paluma, pelo
método champenoise. “O espumante” produzido apresentou uma composicdo complexa de
aroma frutado e floral, com caracteristicas fisico-quimicas equivalentes aos espumantes

elaborados a partir de vinho.
3.3 FERMENTACAO ALCOOLICA

O processo fermentativo consiste no ponto central para producdo de qualquer bebida
alcodlica, possuindo como principal objetivo a conversdo de aglcares em etanol e CO,, pela
levedura, sob condi¢des anaerobicas. (VENTURINI FILHO, 2016).

No processo de fermentacdo alcodlica de agucares, os principais produtos, alcool
etilico e CO, séo produzidos em propor¢des equimolares, conforme a equacéo de Gay-Lussac

(Equacéo 3.1):
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CeH1205 — 2 CH3CH,0OH + 2 CO, + Calor (31)

Entretanto, a molécula de glicose passa em processo anaerdbio através de doze
etapas intermediarias antes de ser transformado em etanol e CO,. A grande maioria dos
organismos fermentadores tem em comum o fato de metabolizar a fonte de carbono até o
piruvato e, deste, sintetizar outros compostos organicos retentores de energia. Nessa reacao,
as duas moléculas de piruvato sdo convertidas em duas moléculas de acetaldeido e duas de
dioxido de carbono por acdo da piruvato descarboxilase, que promove descarboxilacao
simples e ndo envolve a oxida¢do do piruvato. Em um segundo passo, o acetaldeido é
reduzido a etanol por acdo da enzima alcool desidrogenase (VENTURINI FILHO, 2016).

A equacdo geral da fermentacéo alcodlica € dada pela Equacao 3.2:
CeH1206 + 2ADP + 2Pi — 2CH3CH,0OH + 2CO; + 2ATP + 2H,0 (3.2)

Simultaneamente sdo formados ao lado de etanol e CO,, acetaldeido, glicerol, 2,3
butilenoglicol, acido latico, acido succinico, acido citrico, como produtos resultantes da
fermentacao alcoolica, e que contribuem para o sabor e o aroma da bebida. Os ésteres, como o
acetato de etila, sdo também formados pela esterificacdo de acidos organicos fixos, como 0s
acidos tartarico e malico, também catalisados pelas enzimas da levedura (AQUARONE et al.,
2001).

Os acucares constituem-se em um dos mais importantes componentes a serem
caracterizados na elaboragdo de bebidas alcodlicas fermentadas, pois a fermentacdo alcoodlica
consiste na sua conversdao em alcool e CO,. Quanto maior a concentracdo de agucares mais
interessante serd em termos de fermentacdo, em funcdo da menor necessidade de correcdo
através da adicdo de acucar. E necessario ainda, avaliar a capacidade e eficiéncia da levedura
em metabolizar os agucares presentes nos frutos (OLIVEIRA, 2006).

O conteldo de SST indica o teor aproximado de agUcar no mosto. Assim, um mosto
com 10 °Brix contém, aproximadamente, 10% de agUcar. Considera-se que 2 °Brix produz,
aproximadamente, 1 °GL apds a fermentacdo (CORAZZA, RODRIGUES e NOZAKI, 2001).

De acordo com Cleto e Mutton (2004) o processo fermentativo se inicia assim que a
levedura entra em contato com o mosto e é dividido em trés fases:

1. Fase preliminar: essa fase que se denomina também de fase lag, inicia-se no

momento do contato da levedura com 0 mosto, caracteriza-se pela intensa

multiplicagdo celular, pequena elevagdo da temperatura e pequeno
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desprendimento de CO,. A duracdo dessa fase varia de acordo com o sistema de
fermentacdo, ela pode ser reduzida pelo uso de um inéculo bem volumoso;

2. Fase principal ou tumultuosa: essa fase se caracteriza pelo desprendimento
volumoso e intenso de didxido de carbono, consequéncia da existéncia de um
namero suficiente de células para desdobrar os agucares fermentesciveis no
mosto. E a fase de maior tempo de durac&o, a temperatura eleva-se rapidamente, a
densidade do mosto reduz-se e a porcentagem de alcool e acidez elevam-se;

3. Fase de fermentacdo complementar ou pos-fermentacdo: onde se observa a
reducdo brusca da atividade fermentativa, h4 uma diminuicdo da intensidade do
desprendimento de gas carbbnico e diminuicdo da temperatura. Nessa fase a

concentracdo de acUcares chega ao fim.

3.3.1 Fatores que Afetam a Fermentacdo

Existem inumeros fatores que afetam a fermentacdo, dentre os quais podemos citar:
pH, temperatura, concentracao inicial de substrato (actcar) e concentracdo de células no meio
(LIMA, BASSO e AMORIM, 2001). Todos estes fatores podem afetar o rendimento, ou seja,
a eficiéncia de conversao de substrato em produto.

pH

O pH é um fator importante para se determinar no meio de fermentagdo, pois pode
inibir o crescimento celular e a formacdo do produto. Ward (1991) menciona que valores de
pH na faixa entre 3 e 6 sdo na maioria das vezes favoraveis ndo sé ao crescimento celular e
atividade fermentativa como na formagdo de subprodutos, como glicerol. Nos mostos
industriais, os valores de pH geralmente se encontram na faixa de 4,5 a 5,5 (LIMA, BASSO e
AMORIM, 2001). No estudo de fatores sinérgicos entre sulfito, acido latico, pH e etanol na
fermentacdo alcodlica da levedura, Dorta (2006) verificou que o pH 3,6 foi o que mais
interferiu no metabolismo das linhagens estudadas; concluindo também que o pH 4,5 mostrou
ser suficiente para minimizar os efeitos danosos do sulfito e etanol sobre a célula. Vale
salientar que fermentagdes conduzidas em meios mais acidos resultam em maiores
rendimentos de etanol, devido a baixa producgéo de glicerol. Esta condi¢do também auxilia no
controle das infecgdes, pois reduz o crescimento de bactérias contaminantes (MARTINS,
2009).
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Temperatura

A temperatura pode ser considerada outro parametro de alta relevancia, pois
influencia na eficiéncia e desenvolvimento do processo fermentativo (OLIVEIRA, 2006).
Para microrganismos produtores de etanol a temperatura ideal € considerada a ambiente, em
torno de 30 °C. As temperaturas 6timas para a producdo industrial de etanol situam-se na
faixa de 26 a 35 °C, mas, ndo raramente, a temperatura nas destilarias alcanga 38 °C (LIMA,
BASSO e AMORIM, 2001).

Para Torija et al. (2001) quando o biorreator opera com temperaturas amenas (15 a
20 °C) tem-se um maior rendimento alcodlico, contudo, a obtencdo da producdo maxima de
etanol torna-se mais demorada. Quando a fermentacdo ocorre entre 25 e 31 °C a taxa inicial
de fermentacdo é maior, e em temperaturas maiores que 35 °C observa-se um decréscimo na
viabilidade celular e uma maior evaporacdo do alcool. Em seu estudo, Atala, Costa e Maciel
(2001) observaram um decréscimo significativo nos parametros de produtividade, conversao e
concentracdo final de biomassa para a fermentacdo a 40 °C. Os danos térmicos para as células
de leveduras resultam do rompimento das ligacdes de hidrogénio e das interacdes
hidrofébicas, promovendo desnaturacdo das proteinas e acidos nucléicos (WALKER, 1994).
O aumento da temperatura no meio fermentativo favorece a contaminag&o bacteriana, além de
favorecer a toxicidade da levedura pelo etanol e ocasionar uma maior formacao de espuma no
processo (LEAO e AMORIM, 2005).

Concentracdo de substrato

O crescimento celular exibe uma cinética do tipo saturacdo quando a concentracdo
do substrato aumenta, conforme modelo de Monod. Em muitas situacGes, quando a
concentracdo de aglcar aumenta, extrapola essa regido de saturacdo, passando entdo a ocorrer
inibicdo pelo substrato. Da mesma forma, quando a concentracdo de produto atinge altos
valores, € muito comum a existéncia da inibicdo pelos produtos. A inibicdo pelo substrato
desativa importantes enzimas, além de modificar o caminho metabdlico que é vital para a
sobrevivéncia da levedura. O efeito inibidor provocado pelo substrato na fermentagéo
alcoolica ocorre quando a concentracdo supera 150 g/L (THATIPAMALA, ROHAI e HILL,
1992).
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Concentracdo do inéculo

Experimentalmente constata-se que maiores concentracdes de leveduras no
biorreator permitem fermentagdes mais rapidas, com maior produtividade e controle contra
contaminantes, além de restringir o crescimento do proprio microrganismo. Deve-se ressaltar
que para altas concentracdes celulares sdo necessarias elevadas concentracdes de substrato

para suportar tal concentracédo celular (OLIVEIRA, 2006).
3.4 AGENTE FERMENTATIVO

Leveduras sdo agentes fermentativos da fermentacdo alcodlica. Estes
microrganismos podem ser diferenciados pelo seu aspecto, suas propriedades, sua forma de
reproducdo e também pela maneira de transformar o acticar (AQUARONE et al., 2001).

As leveduras pertencem ao grupo Ascomiceto, denominado como fungos superiores,
sdo organismos unicelulares, eucaridticos e heterotroficos, ou seja, sdo organismos com um
alto grau de organizacao celular, contendo nucleo celular delimitado por uma membrana
nuclear e organelas como mitocdndria (responsaveis pelo metabolismo energético da célula),
vacuolos (reservatério de nutrientes, enzimas e produtos tdxicos), reticulo endoplasmatico e
Complexo de Golgi (MORAIS, 2013).

As leveduras podem ser classificadas em dois filos, Ascomycota (Figura 3.6)
e Basidiomycota (fungos superiores). O primeiro é vastamente utilizado industrialmente e
comercialmente, para producdo de pédo, vinho e cerveja (Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces bayanus, fabricacdo de vinho), bebidas lacteas do kefir (Kluyveromyces
marxianus) ou contaminando a producdo de vinho (Brettanomyces anomalus) (SANTOS,
2006).

Figura 3.6 - Algumas leveduras importantes do filo Ascomycota: A) Saccharomyces
cerevisiae, B) Kluyveromyces marxianus e C) Brettanomyces anomalus

Fonte: Santos (2006)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ascomycota
https://pt.wikipedia.org/wiki/Basidiomycota
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ascomycota
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Segundo Morais (2013), as leveduras realizam a fermentacdo do agUcar para obter
energia quimica (ATP) essencial para sua sobrevivéncia, seu crescimento, manutencdo e
multiplicacdo, sendo o etanol apenas um subproduto da fermentacéo. A obtencdo do ATP se
da através da hidrolise dos agUcares atraves de reacfes bioquimicas mediadas por enzimas no
interior da célula.

A introducdo da técnica da cariotipagem das leveduras, a partir da década de 90, foi
um marco para a evolucdo da tecnologia da fermentacdo alcodlica. Esta técnica permitiu
identificar quais leveduras estavam no processo e ficou demonstrado que algumas linhagens
desaparecem dos fermentadores, enquanto outras leveduras dominam a fermentacao
(AMORIM NETO et al., 2013).

A Saccharomyces cerevisiae € o principal microrganismo utilizado como agente
fermentativo em processos industriais de producdo de bebidas alcodlicas devido a sua
capacidade de fermentar uma vasta gama de aglcares (TEIXEIRA, 2015). No entanto para
fermentagdes alcodlicas com alto teor de aglUcar a Saccharomyces bayanus tornou-se
comumente utilizada, ja que esta variedade possui maior resisténcia as concentracfes de
alcool ao fim da fermentacdo, mesmo com baixos niveis de aglUcares fermentesciveis no meio
(HORNSEY, 2007).

Segundo BIOTECSUL (2021), a Saccharomyces bayanus apresenta as seguintes
caracteristicas gerais:

— Bom desempenho fermentativo mesmo em baixas temperaturas;

— Curta fase de laténcia e rapida fermentacéo;

— Baixa producdo de acidez volatil,

— Baixa producdo de H,S;

— Tendéncia para respeitar o acido malico;

— Leveduras secas ativas;

— Forma granular;

— Coloracéo bege claro.

Em relagdo a sua aplicacdo é recomendado utilizar em vinhos brancos e rosados,
elaboracdo de vinhos espumantes pelo método Charmat.

De acordo com Eglinton et al. (2000) cepas até entdo caracterizadas como
Saccharomyces bayanus também parecem ser capazes de sintetizar acido malico durante a
fermentacao, diferentemente das cepas de Saccharomyces cerevisiae, que tendem a degradar o

acido malico. Assim, a Saccharomyces bayanus pode ser usada para corrigir deficiéncias em


https://sucroenergetico.revistaopinioes.com.br/revista/detalhes/6-novos-paradigmas-na-producao-de-etanol/
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alguns vinhos e fermentados de frutas, como baixo grau de acidez ou baixa concentragédo de
glicerol.

Alguns fermentados de frutas, como fermentados de caju (GARRUTI, CASIMIRO e
ABREU, 2003), de macé e cereja (ADAMENKO et al., 2019), e de ata (pinha), ciriguela e
mangaba (MUNIZ et al., 2002), foram obtidos a partir da inoculagédo do mosto com a levedura
Saccharomyces bayanus. A fermentacdo alcodlica pode acontecer de forma mais rapida ou

mais lenta em funcéo da fruta.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Analises e Pesquisas de
Bebidas Alcoolicas (LBA), do Departamento de Engenharia Quimica, do Centro de

Tecnologia, da Universidade Federal da Paraiba, Campus | — Jodo Pessoa/PB.
41 MATERIA-PRIMA

O fruto usado na pesquisa, o sapoti, foi adquirido na feira organica que fica
localizada dentro da Universidade Federal da Paraiba, na cidade de Jodo Pessoa — PB, ja em
estddio de maturagdo maduro. Os frutos passaram por um processo de selecdo e de
sanitizacdo, onde foram mergulhados em uma solucéo de 50 ppm de hipoclorito de sédio por
um periodo de 10 minutos (BESSA et al., 2018) e entdo foram lavados com agua corrente
para retirada dos residuos da solucdo sanitizante, e postos em cestas perfuradas para
escoamento total da agua. Apos secos foram pesados para célculo de rendimento e entdo
despolpados com auxilio de faca de ago inox para obtencdo da polpa, livre de cascas e
sementes. Em seguida a polpa foi armazenada em freezer horizontal com temperatura de — 18
°C até sua utilizacdo no processo de extracdo para obtencdo do caldo de sapoti.

A levedura utilizada na fermentacdo dos mostos de sapoti foi a cepa da espécie
Saccharomyces bayanus da marca Red Star Premier Blanc, adquirida através de compra
online pela loja Indupropil. E uma cepa muito utilizada na producéo de vinhos, espumantes e
fermentados de fruta, tem alto potencial de sedimentacdo, alta resisténcia a alcool e uma taxa
de espuma moderada. A quantidade de levedura utilizada neste estudo foi a recomendada pelo
fabricante, 0,25 g de fermento para cada litro de mosto.

4.2 EXTRACAO DO CALDO

O caldo do sapoti foi obtido através de um sistema de pensa hidraulica de
acionamento manual com capacidade de 30 toneladas, marca SKAY. Devido as caracteristicas
do material extraido, foram usados sacos de algoddo forrando o interior do cilindro da prensa.
Foi utilizada no processo de extracao do caldo de sapoti uma pressdo de 15 toneladas. Apos a
extracdo, uma aliquota foi retirada para analises quimicas e fisico-quimicas e o restante foi

submetido & padronizacdo do teor de SST para posterior fermentacao.
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4.3 PADRONIZACAO DO CALDO

O caldo de sapoti extraido foi filtrado e utilizado no teste preliminar e nas
formulac@es finais. O teste preliminar teve padronizacdo do caldo em 16,1 °Brix e para as
formulacbes finais foi feito a padronizagdo do caldo de sapoti em trés diferentes
concentragcdes de SST: 14, 16 e 20 °Brix. Os valores de SST nas padronizacgdes do caldo de
sapoti foram escolhidos com base no estudo de Albuquerque et al. (2017) e com base na faixa
de graduacdo alcodlica para bebida fermentada de fruta que a legislacdo permite, a fim de
obter fermentados com teores alcoolicos que estejam perto dos limites inferior, médio e
superior, da faixa que a legislacéo estabelece.

Para o preparo dos mostos nas concentracOes desejadas, foram realizadas diluigdes
com agua potavel.

As formulagdes finais as quais foram padronizadas com diferentes concentracdes de

SST foram codificadas de acordo com a Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Codificacdo das formulacgdes finais do fermentado de sapoti

Formulacéo | Codificacio
14 °Brix Bl
16 °Brix B2
20 °Brix B3

44 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um teste preliminar a fim de se conhecer melhor as caracteristicas da
fermentacdo, e do fermento utilizado no processo. Esse teste foi realizado em um Unico
biorreator fechado, com adaptacao de torneira plastica no fundo do recipiente e mangueira na
parte superior ligando o recipiente a outro recipiente com agua, com o objetivo de facilitar a
saida de CO, produzido durante o processo de fermentacdo, mas sem entrada de oxigénio no
sistema, de polietileno, com capacidade de 10 L. Foi preparado 8 L de mosto de sapoti e 0
mesmo foi conduzido a fermentacdo em freezer com temperatura controlada de 14 °C, o
controle da temperatura foi feito atraves de um controlador da marca Full Gauge, modelo
MT-512e 2HP. O processo fermentativo teve duracdo de 20 dias, onde periodicamente eram
retiradas aliquotas do mosto em fermentagdo para analises de acompanhamento do processo.
Inicialmente as aliquotas foram retiradas a cada 24 horas, até o sexto dia de fermentagéo e
depois as aliquotas foram retiradas em um espaco de tempo maior, a cada 72 horas, até que o

teor de SST estabilizou, chegando ao fim da fermentagéo.
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Tendo em vista o longo tempo de fermentagéo do teste preliminar e a temperatura de
fermentacdo recomendada pelo fabricante do fermento, temperatura ideal entre 15 e 30 °C
foram feitos ajustes no processo para que o desenvolvimento das bebidas alcodlicas
fermentadas gaseificadas de sapoti desse estudo fosse realizado nas melhores condicdes.

Com isso, apés o teste preliminar, foram realizadas as fermentacdes das trés
formulacGes finais (Tabela 4.1), em trés biorreatores fechados, com adaptacdo de torneira
plastica no fundo do recipiente e mangueira na parte superior ligando o recipiente a outro
recipiente com agua, com o objetivo de facilitar a saida de CO, produzido durante o processo
de fermentacdo, mas sem entrada de oxigénio no sistema, de polietileno, com capacidade de
10 L cada, os biorreatores foram conduzidos a fermentacdo em freezer com temperatura
controlada de 20 °C, o controle da temperatura foi feito através de um controlador da marca
Full Gauge, modelo MT-512e 2HP, a temperatura de 20 °C estd dentro do intervalo
recomendado pelo fabricante do fermento, sendo também a mesma temperatura de calibracdo
dos equipamentos de laboratorio.

Periodicamente eram retiradas aliquotas do mosto em fermentacdo para analises de
acompanhamento do processo. Para o B1 e B2 as amostras foram retiradas no inicio do
processo fermentativo e com intervalo de 72 horas até o sexto dia de fermentacdo, depois
disso as aliquotas foram retiradas a cada 24 horas, até que o teor de SST se estabilizassem.
Para o B3 foi feito retirada de uma amostra no inicio do processo fermentativo, apos 72 horas
do tempo inicial e depois disso a cada 24 horas, até que o teor de SST se estabilizasse,

chegando ao fim da fermentacéo.
45 PRIMEIRA FERMENTACAO ALCOOLICA

A primeira fermentacédo alcodlica dos mostos de sapoti foi conduzida em biorreatores
fechados, de polietileno, acondicionados em freezer, sob temperatura controlada, em sistema
de batelada, com capacidade de 10 litros cada. Durante a conducdo do processo de
fermentacdo, foi feito o acompanhamento cinético dos biorreatores, onde eram retiradas
aliquotas de cada biorreator para realizacdo das andlises de pH, concentracdo de SST, acidez
total, concentracdo de biomassa, teor de etanol, aglcares redutores (AR), agucares redutores
totais (ART) e acucares ndo redutores (ANR), até que o teor de SST dos mostos se
estabilizassem. Finalizado o processo fermentativo os fermentados foram separados da

biomassa por decantagéo.



37

46 SEGUNDA FERMENTACAO ALCOOLICA (CARBONATACAO NATURAL)

Os fermentados de sapoti obtidos pela primeira fermentacdo alcodlica foram
conduzidos para uma segunda fermentacdo que ocorreu em recipiente fechado (garrafas de
vidro ambar) para a producdo do CO,, onde foi obtido um fermentado de sapoti gaseificado a
partir de um processo natural. Antes do engarrafamento do fermentado alcodlico de sapoti, foi
adicionado ao mesmo, o primer (actcar diluido em agua) em uma propor¢do de 7 gramas de
acucar para cada litro do fermentado, o agUcar utilizado no preparo do primer foi a sacarose,
da marca Alegre, foi feito uma homogeneizacdo do fermentado com o primer e logo apds
realizou-se o envase da bebida, as garrafas foram fechadas com tampas metélicas do tipo
corona e foram deixadas em repouso sob temperatura controlada, @ mesma temperatura da
primeira fermentacdo, para que ocorresse a refermentacdo, por um periodo minimo de 7 dias
(VENTURINI FILHO, 2016).

4.7 ANALISES REALIZADAS

Para a caracterizagdo do caldo de sapoti, foram realizadas analises de pH por leitura
direta em pHmetro; concentracdo de SST, por leitura direta utilizando refratbmetro de campo;
acidez total, conforme metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008); AR, ART
e ANR, determinados pelo método acido 3,5-dinitro salicilico (DNS) descrito por Miller
(1959) e adaptado por (VASCONCELOS, PINTO e ARAGAO, 2013); determinagio do
conteddo total de compostos fendlicos de acordo com a metodologia proposta por Singleton e
Rossi (1965) e atividade antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP e ABTS (RUFINO et al.,
2006; RUFINO et al., 2007a; RUFINO et al., 2007b).

Para 0 acompanhamento cinética da fermentac&o alcodlica, foram realizadas analises
de pH, concentracdo de SST, acidez total, AR, ART e ANR, concentracdo de biomassa,
obtida pelo método de massa seca e densidade Optica e concentracdo de etanol utilizando um
ebuliémetro.

Para os fermentados alcodlicos gaseificados de sapoti foram realizadas as mesmas
andlises feitas na caracterizacdo do caldo de sapoti, além das andlises de concentracdo de
etanol, acidez volatil e acidez fixa (meg/L), extrato seco total e cinzas, conforme
metodologias descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008).

Todas as determinages feitas nos produtos finalizados foram realizadas na amostra
descarbonatada conforme metodologias do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008), a fim evitar
leituras incorretas. Para remover o CO: transferiu-se a amostra para um béquer de 500 mL e

agitou-se com um bastéo até completa descarbonatacéo.
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471 pH
A medida do pH foi realizada em potenciémetro digital (modelo Q799-D2, Quimis),

com eletrodo de vidro. O equipamento foi calibrado com tamp6es de pH 7,0 e 4,0 antes da

leitura.

4.7.2 Solidos Soluveis Totais

Para analise do teor de SST foi utilizado refratbmetro portatil (Kasvi, modelo K52-
032) na caracterizacdo do caldo de sapoti e sacarimetro de Brix (Incoterm) no
acompanhamento cinético da fermentacédo e no produto finalizado.

Para o uso do refratdmetro, primeiramente foi feita a calibracdo do aparelho com
agua destilada, a qual foi seca com papel absorvente e entdo se procedeu a leitura da amostra
colocando-se uma gota da amostra, livre de compostos solidos, na lente do refratdmetro e
realizou-se a leitura.

Para uso do sacarimetro de Brix, foram transferidos 250 mL da amostra para uma
proveta de vidro de 250 mL, o sacarimetro foi inserido na amostra e entdo realizou-se a

leitura.

4.7.3 Acidez Total, VVolatil e Fixa

A acidez total titulavel foi determinada por titulacdo com hidroxido de sédio (NaOH)
0,1 M. Colocou-se 1 mL da amostra, 10 mL de &gua destilada e 3 gotas de indicador
fenolftaleina em um erlenmeyer de 125 mL e procedeu-se a titulacdo até o ponto de viragem
(rosa claro). O célculo da acidez total foi realizado através da Equacéo (4.1).

n.f.M.1000 (4.1)
Vv

Acidez total (meq/L) =

Onde,
n = Volume em mL de solucdo de NaOH gasto na titulacdo;
f = Fator de correcédo da solucdo de NaOH;
M = Molaridade da solucéo de NaOH;
V = Volume em mL da amostra.
Para determinar a acidez volatil, primeiramente destilou-se a amostra. No sistema de
arraste de vapor, coletou-se 100 mL do destilado em um frasco erlenmeyer de 250 mL,
contendo 20 mL de agua destilada e 3 gotas do indicador fenolftaleina e entdo foi feita a

titulagdo com NaOH 0,1 M, seguindo o procedimento adotado (IAL, 2018).
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A acidez fixa foi determinada pela diferenca entre a acidez total e a volatil, como na

Equacéo (4.2).
Acidez fixa (meg/L) = At— Av (4.2)

Onde,
At = Acidez total em meq/L;
Av = Acidez voléatil em meq/L.

4.7.4 Acucares Redutores

A concentragdo de AR foi determinada por meio da metodologia proposta por Miller
(1959) e adaptada por Vasconcelos, Pinto e Aragdo (2013) da Embrapa Agroinddstria
Tropical. Este método consiste na reducdo do acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) a 3-amino-
Snitrosalicilico, conjuntamente com a oxidagdo do grupamento aldeido do aglcar ao grupo
carboxilico. A solucdo tornou-se marrom avermelhada devido ao aquecimento e 0 AR pbde
ser quantificado no espectrofotébmetro UV-Vis da marca DRAWELL, modelo DU-8200 em
um comprimento de onda de 540 nm.

As amostras foram diluidas com agua destilada, apds diluicdo aliquotas de 0,5 mL
das amostras foram transferidas para tubos de ensaio e aos tubos foram adicionados 0,5 mL da
solucdo DNS. Os tubos com a mistura de amostra e solucdo DNS foram homogeneizados e
levados a banho-maria a 100 °C por um periodo de 5 minutos, em seguida foram resfriados a
temperatura ambiente e adicionados de 4 mL de &gua destilada; logo foram feitas novas
homegeneizacdes e entdo realizou-se as leituras da instensidade da cor em espectrofotdmetro
a 540 nm. O mesmo tratamento foi realizado para construcdo da curva de calibracdo
(Apéndice A e B).

Apbs leituras feitas no espectrofotbmetro foi plotado em grafico com os valores de
absorbancia no eixo Y contra concentracdo de glicose (g/L) no eixo X para construcdo da
curva de calibracdo. A partir da equacdo da reta gerada foi possivel calcular as concentraces
de AR em glicose fazendo a substituicdo dos valores de absorbancia na equacao da reta. Os
resultados foram expressos em g/L.

Para o preparo da curva de calibracéo foi preparado inicialmente uma solugdo mae de
glicose na concentracdo de 1,0 g/L. A partir da solugdo mae de glicose 1,0 g/L, foram

preparadas solu¢Ges com concentracOes variando de 0,1 g/L a 0,9 g/L, conforme Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Formulagéo das solucdes diluidas de glicose, usadas na elaboracéo da curva-
padrdo, a partir da solugdo mée de glicose 1,0 g/L

VVolume de solucéo de Volume de &gua Concentracéo
glicose (mL) destilada (mL) final (g/L)
10 90 0,1
20 80 0,2
30 70 0,3
40 60 0,4
50 50 0,5
60 40 0,6
70 30 0,7
80 20 0,8
90 10 0,9

4.7.5 Acucares Redutores Totais

A concentracdo de ART foi determinada por meio da metodologia proposta por
Miller (1959) e adaptada por Vasconcelos, Pinto e Aragdo (2013).

As amostras foram diluidas com agua destilada, em seguida acidificadas com solugéo
de é&cido cloridrico (HCI) 2 M (0,5 mL da amostra diluida para 0,5 mL de HCI), apds
acidificacdo a mistura foi aquecida em banho-maria a uma temperatura de 100 °C por 5
minutos, resfriada a temperatura ambiente e neutralizada com 1,5 mL de solucdo de NaOH
1,0 M. Apds a neutralizacdo, 0,5 mL da amostra foi transferida para um tubo de ensaio e 0,5
mL de solugdo DNS foi adicionada ao tubo, essa mistura foi homogeneizada e repetiu-se o
procedimento feito na analise de AR e entdo foi feita a leitura em espectrofotdémetro da marca
DRAWELL, modelo DU-8200 a 540 nm.

4.7.6 Acucares Nao Redutores

A concentracdo de ANR foi determinada pela diferenca entre os aclcares redutores

totais e os acucares redutores, de acordo com a Equacdo (4.3).
ANR (g/L) = ART - AR (4.3)

4.7.7 Concentracdo de Biomassa

Essa analise foi realizada no acompanhamento cinético das formulages finais e ela
constitui em obter a concentracdo celular através de uma curva de calibracdo (apéndices F, G
e H) mediante a correlacdo da densidade optica em espectrofotometro (D.O.) com a massa
seca de células. Uma aliquota de 2 mL de células provindas do cultivo do inoculo foi

adicionada a tubos ependorf da mesma capacidade e os mesmos foram centrifugadas a 10.000
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rpm por 15 minutos em micro centrifuga (MiniSpinplus eppendorf). Ao término da
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e as células lavadas 3 vezes com agua destilada,
a concentracdo celular foi quantificada conforme EquacGes (4.4) e (4.5) ap0s secagem em
estufa a 105 °C por 24 horas.

MS=m-m, (4.4)
Onde:
MS = massa seca (Q);
m = massa do tubo com a amostra (Q);
m¢ = massa do tubo vazio (g).
MS
Va

Onde:
X = concentracédo de células (g/L); e

V, = volume da amostra (L).

Simultaneamente, com a mesma amostra de indculo, foram preparadas diversas
diluigdes (1:1 — 1:2 —1:5-1:10 — 1:15 — 1:20 — 1:30 — 1:40 — 1:50 mL) para construcéo da
curva. Essas dilui¢des foram submetidas a leitura em espectrofotdémetro marca (DRAWELL),
modelo (DU-8200) a 600 nm, utilizando agua destilada como branco. Apoés as leituras feitas
no espectrofotdmetro foi plotado em grafico de excel os valores de absorbancia no eixo Y
contra concentracdo de biomassa (g/L) no eixo X para constru¢do da curva de calibracdo. A
partir da equacéo da reta gerada pelo excel, foi possivel calcular as concentracdes de biomassa
das amostras retiradas dos mostos em fermentacdo durante o acompanhamento cinético das
formulagGes finais fazendo a substituicdo dos valores de absorbancia na equacgéo da reta. Os
resultados foram expressos em g/L.

4.7.8 Teor Alcodlico

O teor alcodlico foi determinado em ebulidometro, fabricado pela Vidrolex Comercial
Rio Preto Eireli — ME.

Inicialmente calibrou-se o equipamento colocando-se agua destilada no condensador

e uma aliquota de 50 mL de &gua destilada na caldeira, a fim de determinar a temperatura de
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ebulicdo da &gua. O ponto de ebulicdo foi verificado quando a coluna de mercurio do
termdmetro se manteve constante.

Em seguida, retirou-se a aliquota de agua destilada da caldeira do ebuliémetro,
substituindo-a por uma aliquota de 50 mL da amostra a ser analisada (mosto em fermentacao),
para determinacéo de seu ponto de ebulig&o.

Para a determinacdo do teor alcodlico, igualou-se o “zero” da régua central (que
mede a graduacdo alcoolica decimal) com a temperatura de ebulicdo da agua na régua externa,
e, logo apos, a leitura do resultado foi feita diretamente na régua central, a partir do valor da
temperatura de ebulicdo da amostra na régua externa, os valores de teor alcodlico foram

expressos em °GL.

479 Extrato Seco Total

Para determinacédo do extrato seco total do fermentado de sapoti gaseificado utilizou-
se 0 método por evaporacgdo e secagem em estufa.

Com o auxilio de pipeta volumétrica foram transferidas aliquotas de 25 mL da
amostra para capsulas de porcelana, previamente secas a 105 °C por 1 hora, resfriadas em
dessecador e em seguida pesadas. As amostras foram evaporadas em banho-maria fervente até
gue os residuos apresentassem uma consisténcia aparentemente seca ou xaroposa. Os residuos
foram aquecidos em estufa a 105 °C por 1 hora, em seguida foram resfriados em dessecador e
pesados, repetiram-se tais operacdes até peso constante. Os resultados de extrato seco total
foram obtidos de acordo com a Equacgéo (4.6).

~ 1000 x M (4.6)

ES
|4

Onde,

ES = Extrato seco (g/L);

M = massa do residuo (g);

V = volume da amostra (mL).

4.7.10 Cinzas

Para determinar o teor de cinzas no fermentado de sapoti gaseificado, primeiramente
foram pesados cadinhos de porcelana, previamente secos em estufa a 105 °C por 1 hora, e em
seguida, com auxilio de uma pipeta graduada, transferiu-se 5 g da bebida para cada cadinho e,
entdo as amostras foram evaporadas em chapa-aquecedora. Apos evaporacdo completa das

amostras, estas foram carbonizadas e, por fim, calcinadas em mufla a 550 °C por 3 horas até
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eliminacdo completa do carvéo, resultando em residuos brancos ou levemente acinzentados.
Os cadinhos foram resfriados em dessecador e logo em seguida pesados. Apo6s a primeira
pesagem, os cadinhos voltaram para a mufla por mais 1 hora, repetindo-se os procedimentos
de resfriamento e pesagem até peso constante. Os resultados das cinzas foram obtidos de

acordo com a Equacdo (4.7).

100 x M 4.7)

Cinzas (%) = B

Onde,
M = massa das cinzas (g):;
P = massa da amostra (g).

4.7.11 Compostos Fenolicos Totais

Este método baseia-se na reducdo do Reativo Folin-Ciocalteau (acido
fosfomolibdico-fosfotingstico) pelas hidroxilas fendlicas presentes nas amostras, produzindo
um complexo de coloracdo azul que absorve entre 620 e 760 nm. A reacdo ocorre em meio
alcalino e a solucdo saturada de carbonato de sddio é a base mais indicada.

Os compostos fenolicos totais foram determinados de acordo com a metodologia
proposta por Singleton e Rossi (1965). 300 uL de caldo/fermentado de sapoti gaseificado
foram misturados com 2,5 mL da solucdo aquosa de Folin-Ciocalteau 10%, a mistura foi
homogeneizada e deixada em repouso por 2 minutos protegida da luz, transcorrido o tempo de
repouso foram adicionados 2,0 mL da solucdo de carbonato de sdédio 7,5%, a mistura foi
homogeneizada e incubada em banho-maria a 50 °C por 15 minutos. Apés 15 minutos de
incubacdo as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e a absorbancia foi lida em
triplicata, em espectrofotbmetro da marca DRAWELL, modelo DU-8200 a 760 nm. O
contetdo total de compostos fendlicos foi calculado com base na curva de calibra¢do do acido
galico (apéndice I) e expresso como equivalente em &cido galico. As concentracGes utilizadas
para construcdo da curva de calibracdo foram 0 — 0,5 -5 -10-20 - 30 —-40 - 50 — 75 — 100
mg/L de &cido galico. A equacdo obtida da curva de calibracdo foi usada para determinar o

conteudo total de fendlicos das amostras.

4.7.12 Atividade Antioxidante

A avaliagéo da atividade antioxidante do caldo de sapoti e dos fermentados de sapoti
gaseificados foi determinada por trés metodologias distintas, sendo elas: DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), FRAP (Poder redutor do ferro) e ABTS 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
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acido sulfénico), todas em triplicata. Esses métodos sdo comumente utilizados para
determinar a atividade antioxidante de frutas. Pérez-Jiménzez et al. (2008) recomendam mais
de um método ou todos o0s possiveis de se executar, para que seja possivel adquirir mais
informacdes sobre a capacidade antioxidante do alimento.

Para todos os meétodos foi utilizada uma curva de calibracdo (apéndices C, D e E)
com solucéo de trolox. Inicialmente foi preparada uma solugdo de trolox 2000 puM e a partir
dela foram feitas diluicGes para obtencdo dos pontos usados nas curvas de calibracdo para os
trés métodos de avaliacdo de atividade antioxidante. As concentracdes de trolox usadas para
construgéo das curvas foram de 20, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 800, 1200, 1600 e 2000 puM.
O preparo das solugdes usadas nas curvas de calibracdo esté previsto conforme Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Formulagdo das solugdes de trolox, usadas na elaboracao das curvas de

calibracéo
Volume de solucéo de Volume de alcool Concentracéo de trolox
trolox (L) etilico (uL) (LM)

0 2000 0

20 1980 20

50 1950 50
100 1900 100
150 1850 150
200 1800 200
400 1600 400
600 1400 600
800 1200 800
1200 800 1200
1600 400 1600
2000 0 2000

Método DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada de acordo com o método
descrito por Rufino et al. (2007a) com modificacdes, onde 100 puL da amostra foram
adicionadas a 3,9 mL de uma solucdo metanolica de DPPH (0,06 mM). A mistura foi agitada
em vortex e mantida em ambiente escuro por 60 minutos. A absorbéancia da mistura foi lida
em espectrofotdmetro da marca DRAWELL, modelo DU-8200 no comprimento de onda de
515 nm contra um branco, solucéo controle de alcool metilico, acetona e &gua. Os resultados

foram expressos em % de inibi¢ao do radical DPPH e uM de TEAC/g da amostra.
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O mesmo tratamento foi realizado para a construgdo da curva de calibragéo
(Apéndice C), onde foram utilizados os pontos 20, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 800, 1200,
1600 e 2000 uM de trolox, sendo o tempo de espera em ambiente escuro 30 minutos.

Apos leituras feitas no espectrofotometro foi plotado em grafico os valores de
absorbancia no eixo Y contra concentragdo de trolox (UM) no eixo X para construgdo da
curva de calibracdo. A partir da equacdo da reta gerada foi possivel calcular a capacidade
antioxidante equivalente ao trolox fazendo a substituicdo dos valores de absorbancia na

equacéo da reta.

Método FRAP

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada de acordo com o método
descrito por Rufino et al. (2006) com modificacGes, onde 90 puL da amostra foram adicionadas
a 270 pL de agua destilada e 2700 pL de solugdo FRAP. A mistura foi agitada em vortex e
mantida em banho-maria a 37 °C e ambiente escuro por 30 minutos. A absorbancia da mistura
foi lida em espectrofotémetro da marca DRAWELL, modelo DU-8200 no comprimento de
onda de 595 nm contra um branco, solugdo FRAP. Os resultados foram expressos em % poder
redutor FRAP e uM de TEAC/g da amostra.

O mesmo tratamento foi realizado para a construcdo da curva de calibracdo
(Apéndice D), onde foram utilizados os pontos 20, 50, 100, 150, 200, 400, 600 e 800 uM de

trolox.

Método ABTS

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada de acordo com o método
descrito por Rufino et al. (2007b) com modificagdes, onde 30 pL da amostra foram
adicionadas a 3,0 mL da solugdo ABTS. A mistura foi agitada em vortex e mantida em
ambiente escuro por 6 minutos. A absorbancia da mistura foi lida em espectrofotémetro da
marca DRAWELL, modelo DU-8200 no comprimento de onda de 734 nm contra um branco,
alcool etilico. Os resultados foram expressos em % de inibicdo ABTS e uM de TEAC/g da
amostra.

O mesmo tratamento foi realizado para a construgdo da curva de calibragéo
(Apéndice E), onde foram utilizados os pontos 100, 400, 600, 800, 1200 e 2000 uM de trolox.
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48 PARAMETROS CINETICOS DA FERMENTACAO

A partir dos resultados obtidos nas analises feitas durante o acompanhamento
cinético da fermentacéo, foram realizados os célculos dos parametros cinéticos: rendimento
em produto - Yp,s (Equacéo 4.8); rendimento em célula - Yy s (Equagdo 4.9); produtividade

em produto - B, (Equacao 4.10) e eficiéncia da fermentagdo - %Ef (Equacdo 4.11):

Vo o = Xy — Xo (4.9)
P (4.10)

f

Pp - T_f

P 4.11
%Ef = g x 100 (4.11)

teo

Onde:
Po = concentracao inicial de produto;
Ps = concentracdo final de produto;
Sp = concentracdo inicial de substrato;
St = concentracdo final de substrato;
Xo = concentracdo inicial de células;
X¢ = concentracdo final de células;
Tt = tempo total da fermentacéo;
P.,, = concentracdo de produto experimental;
P,., = concentracdo de produto tedrico.

Para o célculo do Py, faz-se necessario multiplicar a concentracdo de substrato
consumido por 0,511 (fator determinado pela estequiometria da reacdo, equacdo de Gay

Lussac). Sendo Pey, calculada pela Equacao (4.12).
Pexp = 0,789 (g/L) x (°GL/100) x 1000 (ml/L) (4.12)

Os resultados obtidos para os parametros cinéticos: Yps, Yxs, Pp € %Ef foram

calculados utilizando os valores de Sg, S, Po, Ps, Xo, Xt, Pteo, Pexp € Tr. As concentracoes



47

iniciais e finais de substrato, produto e células sdo dadas em g/L e o tempo final da

fermentacao dado em horas.
49 AVALIACAO ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados das determinacfes foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA)
e teste de Tukey a um nivel de confianca de 95%. Os dados foram expressos como média *

desvio padrdo. Foi utilizado o pacote estatistico Statistica®, verséo 6.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo apresentados nesta secdo sdo referentes ao fruto do
sapotizeiro, a caracterizacdo do caldo de sapoti, ao teste preliminar e as trés formulacdes

finais para producédo dos fermentados alcodlicos gaseificados de sapoti.
5.1 RENDIMENTO DO SAPOTI

Antes dos frutos de sapoti serem processados para desenvolvimento dos fermentados
alcoolicos gaseificados, os mesmos foram sanitizados, secos e pesados para célculo de
rendimento dos seus componentes; esse rendimento foi obtido apenas para um processo de

despolpamento (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Rendimento dos componentes do sapoti

Parametros | Peso(kg) | Rendimento (%)
Peso dos frutos 54,9385 -
Peso da polpa 42,3160 77,02
Peso das sementes 1,1540 2,10
Peso das cascas 10,5040 19,12
Residuo 0,9645 1,76

De acordo com Alves, Filgueira e Moura (2000), a distribuicdo percentual dos
componentes do fruto do sapotizeiro, em média, é de 87,51% de polpa, 10,36% de casca e
2,13% de sementes. Nesse estudo o percentual de polpa determinado foi de 77,02%, inferior
ao reportado pelos autores citados anteriormente, provavelmente devido ao método de
descascamento, confirmado pelo maior rendimento de casca encontrado nesse estudo
(19,12%) quando comparado aos dados reportados por Alves, Filgueira e Moura (2000), que

encontraram 10,36% de casca.
5.2 CARACTERIZA(;AO DO CALDO DE SAPOTI

O caldo de sapoti foi caracterizado fisico-quimicamente e o0s resultados estéo
expressos na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2 - Caracterizacao do caldo de sapoti

Parametros \ Media + Desvio Padréo
pH 4,97 £0,01

SST (°Brix) 26,20 £ 0,00
Acidez Total (meg/L) 21,60 = 0,00
Acucares Redutores (g/L) 23290+1,12
Acucares Redutores Totais (g/L) 302,50 + 1,06
Acucares Nao Redutores (g/L) 69,60 = 1,68
CFT (mg EAG/100 g) 11,00 £ 0,00
AA — DPPH (uM TEACI/g) 60,12 + 13,02
AA — FRAP (UM TEACI/g) 428,94 + 1,78
AA — ABTS (UM TEAC/g) 462,03 + 2,54

* SST = sdlidos soluveis totais. CFT = compostos fendlicos totais. AA = atividade antioxidante.

Para o valor de pH, Monteiro et al. (2020) obtiveram a partir da caracterizagcdo da
polpa de sapoti um valor igual a 5,87 e Lim, Rabeta e Uthumporn (2018) encontraram no suco
puro de sapoti um pH de 5,51, valores superiores ao encontrado nesse estudo que foi de 4,97.
Do ponto de vista da tecnologia de alimentos, o pH do sapoti esta acima da faixa considerada
segura (4,5), pois os alimentos pouco acidos apresentam tendéncia de crescimento de
microrganismos (SOUSA et al., 2012).

Da extracdo foi obtido um caldo com SST igual a 26,2 °Brix, superior aos valores
encontrados por Monteiro et al. (2020) de 18 °Brix, por Soares (2018) de 20,2 a 21,8 °Brix e
por Santos et al. (2020b) de 13,0 °Brix ao estudarem o fruto do sapotizeiro. Segundo Silva et
al. (2020) o teor de SST é o principal responsavel pelo sabor do fruto e pode ser influenciado
pelas condigdes impostas durante o processo produtivo, como adubacdo, temperatura e
disponibilidade de agua e, principalmente, por caracteristicas genéticas do material. Além
disto, este parametro representa uma das melhores formas de avaliacdo do grau de docura do
produto, que é maior com a evolucdo da maturacdo, devido aos processos de biossintese ou
ainda de degradacdo de polissacarideos (CHITARRA e CHITARRA, 2005; RAMOS et al.,
2013; BOTELHO et al., 2019). Quanto maior for o teor de sélidos soltveis, melhor a matéria-
prima para a industrializacéo.

Para a acidez total titulavel, o caldo do sapoti obtido nesse estudo apresentou 21,6
meqg/L que equivale a 0,14 g de acido citrico/100 mL, valor dentro da faixa encontrada por
Soares (2018) ao caracterizar a polpa de sapoti com 0,12 a 0,18 g de &cido citrico/100 g.
Monteiro et al. (2020) apresentaram em seu estudo, uma acidez total de 0,22 g de &cido
citrico/100 g em polpas de sapoti. Esses valores de acidez demonstram que 0 sapoti possui

baixo grau de acidez total, o que indica que sao frutos doces.
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Os acucares redutores totais (ART) para polpas de sapoti encontrados por Monteiro
et al. (2020) tiveram valores iguais a 12,38 g/100 g em glicose, j& Soares (2018) obteve
resultados um pouco maiores que variaram de 15,71 a 17,96 g/100 g em glicose, enquanto
nesse estudo o valor encontrado para ART no caldo do sapoti foi de 302,50 g/L, que equivale
a 30,25 g/100 mL. Para os agUcares redutores (AR) Monteiro et al. (2020) encontraram valor
igual a 10,81 g/100 g em glicose, Soares (2018) obteve resultados superiores, variando de
14,10 a 16,13 g/100 g em glicose e para o caldo de sapoti desse estudo o valor de AR foi de
232,90 g/L, que equivale a 23,29 g/100 mL. Para os acUcares ndo redutores (ANR) Monteiro
et al. (2020) reportaram 1,57 g/100 g em sacarose para polpa de sapoti, enquanto Soares
(2018) obteve de 0,0 a 3,86 g/100 g em sacarose. O valor de ANR encontrado para o caldo de
sapoti nesse estudo foi de 69,60 g/L, que equivale 6,96 g/100 mL.

Compostos fendlicos pertencem a classe de compostos que inclui diversidade de
estruturas simples e complexas, com pelo menos um anel aromatico no qual, ao menos um
hidrogénio ¢ substituido por um grupo hidroxila (ESCARPA e GONZALES, 2001).

A guantificacdo de compostos fendlicos totais € uma estimativa do contetido de todos
0s compostos pertencentes as subclasses de compostos fendlicos presentes em uma amostra,
no caldo de sapoti o valor medio encontrado foi de 11,00 mg EAG/100 g de amostra,
resultado bem inferior ao reportado por Oliveira et al. (2017) que encontraram 67,0 mg
EAG/100 g em sapoti maduro e por Lim, Rabeta e Uthumporn (2018) ao avaliarem 0 suco
puro de sapoti que resultou em 46,98 mg GAE/100 mL. Enquanto se aproximou dos valores
encontrados por Lee et al. (2013) e Almeida et al. (2011) que ao estudarem o fruto do
sapotizeiro obtiveram 16,6 mg GAE/100 g e 13,5 mg EAG/100 g, respectivamente e por
Morais (2018) que obteve valores variando de 9,86 a 16,24 mg EAG/100 g.

A diferenca de compostos fendlicos em diferentes tipos de frutas ou até de amostras
do mesmo fruto pode ser explicada pela natureza quimica dos compostos bioativos, que
variam desde simples substdncias a compostos altamente polimerizados, que incluem
diferentes proporcdes de &cidos fendlicos, antocianinas, taninos, entre outros (COTE,
CAILLET e DOYON, 2010).

As substancias antioxidantes podem apresentar diferentes propriedades protetivas e
agir em diversas etapas do processo oxidativo, funcionando por diferentes mecanismos. A
atividade antioxidante é a capacidade de retardar a velocidade de reacGes oxidativas, através
de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres, reacdo com oxigénio
singlete, absorcdo de energia e por complexacdo de metais (ROESLER et al., 2007).

Alimentos que tém, naturalmente, em sua composicao, substancias com carater antioxidante,
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tém atraido o interesse da comunidade cientifica devido aos possiveis efeitos nutricionais e
terapéuticos associados ao seu consumo.

Em relacdo a capacidade de sequestro do radical DPPH, o caldo de sapoti deste
estudo apresentou 19,27 % de inibicdo ou 60,12 uM TEAC/g, resultado inferior aos
reportados por Murnisyazwani e Rabeta (2019) que encontraram no suco de sapoti uma
porcentagem de inibicdo do DPPH igual a 36,75 % e por Mendonga e Vieites (2019) que
encontraram 28,88 % ao avaliarem o fruto sapoti. Costa et al. (2017) ao estudarem o sapoti
em diferentes estadios de amadurecimento, afirmaram que o sapoti maduro tem maior teor de
acucares e menor concentracdo de compostos bioativos e atividade antioxidante.

No ensaio FRAP, o caldo de sapoti resultou em 428,94 uM TEAC/g ou 42,89 uM
TEAC/100 g, valor dentro da faixa reportada por Morais (2018) que encontrou valores de
40,77 a 52,64 umol TEAC/100 g de amostra ao estudar o potencial antioxidante do sapoti.
Murnisyazwani e Rabeta (2019) encontraram no sapoti fresco valores que variaram de
6367,00 a 9157,00 uM Fe(l1)/g.

Para o ensaio ABTS o caldo de sapoti deste estudo apresentou atividade antioxidante
superior (462,03 uM TEAC/g) ao valor encontrado por Oliveira et al. (2017) que obtiveram
338,00 uM TEAC/g para o sapoti ap6s 180 dias da colheita.

Os métodos DPPH e ABTS sdo métodos que se baseiam no mesmo principio, o de
inibicdo de radicais livres, fazendo uma comparacdo dos resultados obtidos nestes dois
métodos avaliados, observou-se que pelo método ABTS o caldo de sapoti possui maior

capacidade antioxidante.
5.3 TESTE PRELIMINAR

5.3.1 Acompanhamento Cinético do Teste Preliminar

Apobs a padronizacdo do teor de SST, o mosto apresentou valores de acidez total
titulavel de 11,32 meg/L, concentracdo de SST de 16,1 °Brix e pH de 4,90.

Os resultados do acompanhamento do comportamento cinético, SST, ART, teor

alcoolico, pH e acidez total encontram-se nas Figuras 5.1 a 5.3.



Figura 5.1 — Consumo de solidos soluveis e formacéo de etanol em fungédo do tempo
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Figura 5.2 - Consumo de substrato (ART) e formacéo de etanol em fungéo do tempo
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Nas Figuras 5.1 e 5.2 verificou-se a cinética de consumo do substrato (agucares) e a

formagéo de etanol em fungéo do tempo de fermentacdo. Durante o processo houve um baixo

consumo de substrato nos primeiros dias, provavelmente, em decorréncia da adaptacdo dos

microrganismos ao meio.
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Do quarto ao décimo quinto dia de fermentacdo foi possivel observar um aumento no
consumo de substrato, correspondendo a fase tumultuosa da fermentacao, pois as leveduras ja
estavam adaptadas ao meio e com acgucar suficiente para ser consumido.

A partir do décimo quinto dia o consumo de substrato comecou a diminuir
gradualmente. A concentracdo de SST se estabilizou em 4,5 °Brix, o que indicou o fim da
fermentacao.

Com relacdo ao teor alcodlico, a producdo de etanol foi lenta nos quatro primeiros
dias, ndo havendo expressiva producdo de etanol. Do quarto ao décimo quinto dia de
fermentac&o, a producdo de etanol foi mais relevante, haja vista que as leveduras ja estavam
adaptadas ao meio, passando a consumir regularmente o acglcar, e consequentemente
convertendo-o a etanol. Ao final da fermentacéo foi obtido 5,7 °GL de alcool no fermentado

de sapoti.

Figura 5.3 - Variacdo de pH e acidez total titulavel em funcéo do tempo
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Na Figura 5.3 foi observado que o pH do mosto de sapoti diminuiu ao longo do
periodo de fermentacéo, passando de 4,90 para 3,56 ao final do processo. A diminuicdo nos
valores de pH ja era esperado, pois se trata de uma caracteristica de processos de fermentagédo
alcodlica. Este comportamento foi semelhante ao encontrado por Albuquerque et al. (2017),
que observaram uma diminuicdo gradativa deste pard@metro durante a fermentacdo do caldo de

sapoti.
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A acidez total titulavel do mosto de sapoti variou do inicio ao final do periodo
fermentativo de 11,316 a 216,0 meg/L. O aumento dos valores de acidez em fermentagdes
alcoolicas indica que ha producdo de &cidos organicos ajudando a manter 0 meio isento de
bactérias. Porém, o valor de acidez total encontrado nesse estudo ndo estd dentro da faixa
estabelecida pela legislagdo Brasileira para acidez total em fermentados de fruta que permite
um contetudo minimo de 50,00 meg/L e m&ximo de 130,00 meg/L (BRASIL, 2019). Durante a
fermentacdo do mosto de sapoti, a acidez total encontrada por Albuquerque et al. (2017)

variou de 0,1 a 1,5 g/100 mL de acido acético.

5.3.2 Parmetros Cinéticos da Fermentacdo para o Teste Preliminar

Para o célculo dos parametros cinéticos da fermentacdo, foram utilizados os dados

obtidos nas analises de acompanhamento de processo que sdo observados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 - Valores utilizados no calculo dos parametros cinéticos para o teste preliminar

Parametros | Média + Desvio Padréo
So (9/L) 188,94 + 0,47
Sk (g/L) 32,34 +0,21
Po (a/L) 0
Pr (9/L) 44,97
Te (h) 480

*So = concentracgdo de substrato inicial, S = concentragao de substrato final, Po= concentragio de etanol inicial, Pz = concentragéo de
etanol final e Te = tempo final da fermentacéo.

Os resultados obtidos com os célculos dos parametros cinéticos sdo observados na
Tabela 5.4.

Tabela 5.4 - Resultado dos célculos dos parametros cinéticos para o teste preliminar

Pardmetros \ Meédia + Desvio Padrdo
Yors 0,29 £ 0,00
Po (g/L.h) 0,09
Ef (%) 56,20 £ 0,16

*Y,is = fator de conversdo de substrato em produto, P, = produtividade em produto e Ef = eficiéncia da fermentacéo.

O teste preliminar resultou em 0,29 para 0 Yy, valor bem abaixo do valor maximo
teorico de conversdo que é 0,511 determinado pela estequiometria da reacdo de fermentacédo
alcoolica. O resultado desse estudo foi proximo ao valor reportado por Ponce et al. (2016) que
encontraram valores entre 0,29 — 0,33.

Para a P, o resultado obtido nesse estudo foi de 0,09 g/L.h, valor muito inferior ao
que Almeida et al. (2020) obtiveram ao fermentarem suco de mangaba: 4,38 g/L.h, essa
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grande diferenca é devido ao longo periodo de fermentacdo no desenvolvimento do
fermentado de sapoti realizado nesse estudo, que teve duragdo de 480 h, contra 14 h de
fermentacdo no desenvolvimento do fermentado de mangaba.

O valor da eficiéncia de fermentacdo para esse estudo (56,20 %) ficou abaixo de
alguns valores encontrados na literatura para fermentados de fruta, como na fermentacdo de
mostos de tomate em que Barros (2020) obteve eficiéncia que variou de 89,65 a 93,62 % e
Fernandes (2016) apresentou valores de 95,97 % e 98,95 % para fermentados alcodlicos de

fisalis e pitaia.

5.3.3 Caracterizagdo das Bebidas Oriundas do Teste Preliminar

Os resultados da caracterizacdo do fermentado alcodlico de sapoti gaseificado

proveniente do teste preliminar estdo mostrados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 — Caracterizacdo das bebidas alcodlicas fermentadas gaseificadas de sapoti
proveniente do teste preliminar

Parametros | Legislagdo | Média + Desvio Padrio
pH - 3,43 +0,01
SST (°Brix) - 4,50 £ 0,00
Teor Alcodlico (% v/v) 4-14% 5,90
Acidez Total (meg/L) 50 -130 226,80 £ 0,00
Acidez Volatil (meg/L) Max. 20 29,52 £ 0,62
Acidez Fixa (meg/L) Min. 30 197,28 £ 0,62
Cinzas (%) - 0,34+£0,01
Extrato Seco Total (g/L) - 56,49 + 0,09
Pressao (Atm) 2-3 2,90 £ 0,00
AR (g/L) - 16,42 + 0,66
ART (g/L) - 21,07 £ 0,09
ANR (g/L) - 4,64 £ 0,58
Teor de AguUcar (g/L) >3 (doce ou suave) 21,07 £ 0,09
CFT (mg EAG/100 mL) - 8,79 £ 0,00
AA - DPPH (uM TEACI/q) - 518,76 + 4,39
AA - FRAP (uM TEAC/g) - 671,44 + 12,09
AA -ABTS (UM TEAC/g) - 437,42 £ 12,97

* SST = sdlidos solUveis totais. AR = agUcar redutor. ART = agucar redutor total. ANR = agucar ndo redutor. CFT = compostos fendlicos
totais. AA = atividade antioxidante.
O pH da bebida final apresentou valor igual a 3,43, como resultado da producgéo de
acidos.
O teor de SST foi mensurado em 4,5 °Brix, mesmo valor encontrado antes da adigéo
do primer para que ocorresse a carbonatacdo natural do fermentado. 1sso mostra que as
leveduras consumiram apenas o aglcar adicionado no primer deixando ainda o quantitativo de

acucar remanescente da primeira fermentacéo alcodlica.
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Em relacéo ao teor alcodlico, o produto final resultou em uma pequena elevacao de
teor alcodlico ap6s a carbonatacdo, saindo de 5,7 ao final da primeira fermentacéo para 5,9 %
v/v no produto finalizado. Outros autores ao produzirem fermentados de fruta encontraram
teores de etanol no produto finalizado de 6,99 a 8,12 % v/v para fermentado de maracuja da
caatinga, 5,03 e 6,80 % para fermentado de melédo e 6,30 % para fermentado de manga
(SANTOS et al., 2021; BESSA et al., 2018; FONSECA et al., 2020).

A acidez total titulavel de 226,8 meq/L ficou acima da faixa estabelecida pela
legislacdo (50 a 130 meg/L). Fonseca et al. (2020), Barbosa et al. (2017) e Santos et al. (2021)
também relataram resultados acima do permitido em fermentados de manga (143,00 meg/L),
jabuticaba (187,00 meg/L) e maracuja da Caatinga (429,86 - 527,50 meg/L), respectivamente.
O resultado de acidez total tituldvel obtido nesse teste pode ter sido afetado pelo tempo de
fermentacdo, outra possivel explicacdo para o alto valor encontrado foi a ndo realizacdo da
sulfitagem o que dificultaria a contaminagdo por outros microrganismos competidores, caso
fosse realizada (OLIVEIRA et al., 2012).

Para a acidez volatil a legislacdo brasileira exige um padrdo méaximo de 20,0 meg/L
(BRASIL, 2012). O presente estudo resultou em um fermentado de sapoti gaseificado,
proveniente do teste preliminar, com acidez volatil acima do maximo permitido pela
legislacdo, sendo 29,52 meq/L. Valores altos de acidez volatil estdo associados a sanidade do
material utilizado, processamento e armazenamento dos fermentados (FELLOWS, 2008).
Bartowsky et al. (2003) observaram que o envelhecimento das garrafas na vertical com o uso
de tampas rosqueadas e tampas de borracha, permitem maior entrada de oxigénio e,
consequentemente, maior teor de acidez volatil. Esses sdo fatores que podem ter ocasionado o
valor alto para a acidez volatil.

A determinacdo da acidez fixa se da pela diferenca entre a acidez total e a volatil. O
valor obtido neste estudo foi de 197,28 meg/L dentro da faixa estabelecida pela legislacéo.

As cinzas representam os elementos minerais presentes no fermentado e, geralmente,
correspondem a aproximadamente 10% do extrato seco reduzido (R1IZZON e MIELE, 2001).
A Legislacdo Brasileira ndo estabelece limites de cinzas em fermentados de frutas. A
Concentragéo de cinzas encontrada no fermentado de sapoti gaseificado foi 0,34 %.

A legislacdo brasileira ndo estabelece limites de extrato seco total nem para vinhos
nem para fermentados de fruta. Comparando-se o resultado obtido nesse teste (56,49 g/L) com
os valores reportados pela literatura, este foi superior ao encontrado por Dantas e Silva (2017)
em fermentado de umbu (22,59 g/L) e por Diniz (2017) em fermentado da casca de abacaxi
(44,02 g/L).
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Para esse fermentado de sapoti gaseificado, a 20 °C, a pressdo foi de 2,9 Atm,
estando dentro da faixa estabelecida pela legislacdo para fermentados de fruta gaseificados
que estabelece limite de 1 a 3 Atm a 20 °C. Na Figura 5.4 é mostrado o aspecto da
carbonatacdo no produto finalizado, formacdo de espuma ao despejar o liquido no béquer e

evidéncia de bolhas persistentes no produto apos a dissolugdo da espuma.

Figura 5.4 — Fermentado alcodlico de sapoti gaseificado proveniente do teste preliminar: A)
formacéo de espuma ao despejar o liquido no béquer e B) evidéncia de bolhas persistentes

L

Os valores de acUcares totais, redutores e ndo redutores obtidos para o fermentado de
sapoti gaseificado, proveniente do teste preliminar, também sdo encontrados na Tabela 5.5 e
mostram que de acordo com o valor de ART (21,07 g/L), comparando-0 as especificacdes
para fermentados de fruta, o mesmo ¢é classificado como doce ou suave.

Os compostos fendlicos sdo 0s maiores responsaveis pela atividade antioxidante em
frutos e sua quantidade pode variar consideravelmente em diferentes tipos de vinhos e
fermentados alcodlicos, o que depende da variedade da uva ou do fruto, de fatores ambientais
e das técnicas de processamento do vinho (HEIM, TAGLIAFERRO e BOBILYA, 2002; LI et
al., 2009).

Para os compostos fenolicos totais, o fermentado gaseificado de sapoti proveniente
do teste preliminar apresentou valor igual a 8,79 mg EAG/100 mL, valor inferior ao reportado
Ranjitha et al. (2015) que encontraram 30,0 e 40,2 mg/100 mL em fermentados de sapoti de
duas espécies diferentes, assim como Santos et al. (2021) que encontraram valores variando
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de 73,59 a 81,95 mg EAG/100 mL ao fermentarem maracujid da caatinga em diferentes
estadios de maturacdo e Neves et al. (2021) que obtiveram 86,16 mg/100 mL no fermentado
alcoolico de jabuticaba.

A capacidade antioxidante para o fermentado de sapoti gaseificado foi avaliada em
trés metodologias distintas, onde, para 0 método DPPH resultou em 518,76 uM TEAC/g ou
47,29 % de inibicdo do radical, para 0 método FRAP resultou em 671,44 uM TEAC/g ou
48,93 % de poder redutor e para o método ABTS resultou em 437,42 uM TEAC/g ou 20,63 %
de inibicdo do radical ABTS.

Em comparacdo aos resultados obtidos pelos métodos DPPH e ABTS que partem do
mesmo principio de inibicdo de radicais livres, o fermentado de sapoti gaseificado
proveniente do teste preliminar apresentou maior capacidade antioxidante pelo método DPPH
(518,76 uM TEAC/qg), foi possivel observar também que os resultados obtidos para 0s
fermentados de sapoti gaseificados, pelos métodos DPPH e FRAP, foram superiores aos
resultados obtidos na avaliacdo do caldo de sapoti, mostrando que a bebida possui uma
capacidade antioxidante maior que o caldo do fruto.

Para a metodologia DPPH, na literatura foram estudados fermentados de frutas,
como o fermentado de jabuticaba que possui capacidade antioxidante de 6,854 pumol Trolox/L
(NEVES et al., 2021), inferior ao valor obtido neste estudo, assim como os fermentados de
caju oriundos das cultivares E 51 e CCP 1001 que apresentaram atividade antioxidante
méaxima de 7,13 e 10,66 pg/mL, respectivamente (SILVA e NERY, 2020). Osto e Leitdo
(2018) ao desenvolverem um melomel de jamboldo, encontraram 47,26 % de inibigcdo do
radical DPPH, proximo a capacidade antioxidante obtida neste estudo.

Para a metodologia FRAP, Santos et al. (2021) obtiveram fermentado de maracuja
da caatinga oriundo do tratamento 2 (bebida alcodlica fermentada de maracuja elaborada a
partir da polpa congelada de frutos maduros sem diluicdo) com capacidade antioxidante de
7,61 umol TEAC/mL.

Na literatura cientifica foram encontrados fermentados alcodlicos de frutas, os quais
foram analisados a sua capacidade de sequestrar o radical livre ABTS, por exemplo: Dangui
et al. (2019) ao produzirem fermentado alcoolico de melancia com e sem a adicdo de préopolis
encontraram valores inferiores ao obtido neste estudo, 36,61 umol TEAC/100 mL e 34,14
pmol TEAC/100 mL, respectivamente. Enquanto Patra, Singdevsachan e Swain (2016) ao
fermentarem o suco de sapoti encontraram de 21,00 a 30,00 % de inibigé&o do radical ABTS,

sendo um potencial antioxidante maior que o obtido nesse estudo (20,63 %).
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5.4 FORMULACOES FINAIS

5.4.1 Acompanhamento Cinético das Formulages Finais

Apos o preparo das formulaces finais de mostos de sapoti, foram feitas as analises
fisico-quimicas iniciais do processo de fermentagdo e os resultados iniciais dos mostos
apresentaram valores de pH iguais a 4,94; 4,92 e 4,95 e concentracdo de SST de 14, 16 e 20
°Brix para os biorreatores 1, 2 e 3, respectivamente e acidez total titulavel de 18,0 meqg/L para
0 B1 e 21,6 meg/L para os B2 e B3. O processo fermentativo do B1 e B2 teve duracgdo de 11
dias e o processo fermentativo do B3 teve duracdo de 15 dias.

O comportamento cinético das formulacGes finais do mosto de sapoti esta mostrado
nas Figuras 5.5 a 5.10.

Figura 5.5 — Consumo de solidos soluveis totais em funcao do tempo de fermentacdo para 0s
biorreatores 1, 2 e 3 (B1, B2 e B3)
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*B1 = mosto com concentragao inicial de SST igual a 14 °Brix, B2 = mosto com concentracéo inicial de
SST igual a 16 °Brix, B3 = mosto com concentracdo inicial de SST igual a 20 °Brix.
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Figura 5.6 — Consumo de substrato (ART) em fun¢do do tempo de fermentacao para 0s
biorreatores 1, 2 e 3 (B1, B2 e B3)
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*B1 = mosto com concentragéo inicial de SST igual a 14 °Brix, B2 = mosto com concentragio inicial de
SST igual a 16 °Brix, B3 = mosto com concentracao inicial de SST igual a 20 °Brix.

Figura 5.7 — Formacao de etanol em funcdo do tempo de fermentacdo para os 0s biorreatores
1,2e3(B1,B2eB3)
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*B1 = mosto com concentragéo inicial de SST igual a 14 °Brix, B2 = mosto com concentragao inicial de
SST igual a 16 °Brix, B3 = mosto com concentracéo inicial de SST igual a 20 °Brix.
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Nas Figuras 5.5, 5.6 e 5.7 verificou-se a cinética de consumo do substrato (agucares)
e a formagéo de etanol em fungdo do tempo de fermentacdo. Durante o processo houve um
baixo consumo de substrato nos primeiros trés dias, provavelmente, em decorréncia da
adaptacdo dos microrganismos ao meio. Dantas e Silva (2017), também observaram um
pequeno consumo de substrato nos primeiros dias de fermentagdo enquanto produziam
fermentado alcoolico de umbu. Silva et al. (2011) ao produzirem fermentado de manga
sugeriram que esse pequeno consumo de substrato no inicio da fermentacdo poderia ser em
decorréncia da sulfitagem do mosto. Outro fator que pode influenciar o periodo de adaptacao
das leveduras € o estresse osmotico causado pela elevada concentracdo de aglcares no mosto.

Na figura 5.5 observou-se que a taxa de consumo de substrato nos B2 e B3 foi bem
parecida e superior a taxa de consumo de substrato para o B1, nos primeiros trés dias de
fermentacdo. Do terceiro ao sexto dia de fermentacdo o comportamento entre os biorreatores
mudou e a taxa de consumo de substrato do B1 foi maior do que a taxa de consumo para 0s
B2 e B3. O consumo de substrato mais acentuado acontece devido ao aumento na atividade
das leveduras, correspondendo a fase tumultuosa da fermentacéo, pois as leveduras ja haviam
se adaptado ao meio e havia acuUcar suficiente para ser consumido.

A partir do oitavo dia de fermentacdo para os B1 e B2 o consumo de substrato
comecgou a diminuir gradualmente, ja& para o B3 a diminuicdo gradual do consumo de
substrato aconteceu a partir do décimo segundo dia de fermentacdo. Isto se deve, entre outros
fatores, a intoxicacdo (inibicdo pelo produto) da levedura pelo alcool produzido durante a
fermentacdo. A concentracdo de SST se estabilizou em 1,5 °Brix para os B1 e B3, e para o0 B2
0 teor de SST estabilizou em 2,0 °Brix, indicando o fim da fermentagé&o.

Com relacdo ao teor alcodlico, a producdo de etanol foi lenta nos trés primeiros dias
para os trés biorreatores, ndo havendo expressiva producdo de etanol. Do quarto ao oitavo dia
de fermentacdo, a producdo de etanol foi mais relevante para os Bl e B2, e do quarto ao
décimo primeiro dia para o B3, haja vista que as leveduras ja estavam adaptadas ao meio,
passando a consumir regularmente o agucar, e consequentemente convertendo-o a etanol.
Observou-se também que o B3 atingiu 4,2 °GL em 5 dias de fermentacédo ao tempo que o B1
atingiu 4,1 °GL em um tempo de fermentacdo um pouco maior (6 dias). Outra comparagédo
verificada foi no B3 que atingiu concentracfes de etanol de 5,9 e 6,6 °GL no sétimo e oitavo
dias de fermentacdo, respectivamente, enquanto o B2 atingiu as mesmas concentracdes de
etanol em tempos superiores, oitavo e décimo dias de fermentagéo, respectivamente, isso pode
ter acontecido devido & influéncia da maior concentracdo inicial de substrato no B3 (20
°Brix).
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Albuquerque et al. (2017) ao acompanharem o processo fermentativo de trés
formulacGes de suco de sapoti, verificaram que o biorreator que partiu de uma menor
concentracdo inicial de substrato (15 °Brix), atingiu 5,9 °GL em um tempo inferior aos outros
dois biorreatores e estabilizou nessa concentracdo de etanol, por outro lado os outros dois
biorreatores atingiram concentracGes de etanol superiores, 7,35 e 7,5 °GL ao final da
fermentacdo, partindo de concentragcbes iniciais de substrato de 17 e 19 °Brix,

respectivamente.

Figura 5.8 — Variacdo do pH em funcéo do tempo de fermentacdo para os biorreatores 1, 2 e 3
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*B1 = mosto com concentragao inicial de SST igual a 14 °Brix, B2 = mosto com concentracéo inicial de
SST igual a 16 °Brix, B3 = mosto com concentracdo inicial de SST igual a 20 °Brix.

O pH dos mostos de sapoti para as trés formulacbes tiveram comportamento
semelhante, diminuiram ao longo do periodo de fermentacdo, passando de 4,94 para 3,57 no
B1; de 4,92 para 3,66 no B2 e de 4,95 para 3,79 no B3, ao final do processo. Este
comportamento foi similar ao encontrado por Albuquerque et al. (2017), que observaram uma
diminuicdo gradativa deste parametro durante a fermentagdo do suco de sapoti. Porém,
diferente dos resultados obtidos por Pereira et al. (2014), para o fermentado misto de acai e
cupuacu, onde houve elevagdo acentuada nos primeiros 4 dias de avaliacdo, havendo, apds
este tempo, a estabilizacdo. Estudos com mosto de maracuja da caatinga, umbu e jabuticaba

apresentaram, ao final da fermentacdo, pH abaixo do valor médio encontrado nesse estudo, de
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3,21 (SANTOS et al., 2021); 3,43 (DANTAS e SILVA, 2017) e 3,20 (PIRES el al., 2018),
respectivamente.

A manutencéo de valores baixos de pH é considerada um fator muito importante para
a estabilidade dos vinhos (MUNIZ et al., 2002), influenciando na qualidade do fermentado
por ter acdo bactericida e bacteriostatica (TORRES NETO et al., 2006).

Figura 5.9 — Variacdo da acidez total titulavel em funcdo do tempo de fermentag&o para os
biorreatores 1, 2 e 3 (B1, B2 e B3)
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*B1 = mosto com concentracdo inicial de SST igual a 14 °Brix, B2 = mosto com concentracéo inicial de
SST igual a 16 °Brix, B3 = mosto com concentracdo inicial de SST igual a 20 °Brix.
Na Figura 5.9 é mostrada a variacdo da acidez total titulavel para os biorreatores 1, 2
e 3. Foi observado que para os Bl e B2 a acidez total foi crescente do inicio ao fim da
fermentacdo, passando de 18 para 205,2 meg/L para o Bl e de 21,6 para 183,6 meg/L para
B2. Houve um grande aumento nos valores de acidez total devido ao fato de que, mesmo o
produto final da fermentacdo sendo o etanol pode ocorrer desvios metabdlicos e, durante esses
desvios, ha a producdo de acidos, principalmente acidos organicos como o &cido acético,
produto da fermentacdo acética (ALMEIDA et al., 2020). Para 0 B3 houve uma pequena
variagdo da acidez que vinha crescente do inicio até o décimo segundo dia de fermentagdo,
guando houve uma pequena queda da acidez no décimo quarto dia e um pequeno aumento
logo em seguida, chegando ao fim do processo fermentativo com acidez total igual a 151,2
meqg/L, essa pequena varia¢do pode ter sido ocasionada pela quebra de algumas das moléculas

de &cidos organicos formadas durante o processo fermentativo.
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Em processos de fermentagdo alcodlica, como no de producdo do fermentado de
mangaba (ALMEIDA et al., 2020) e de fermentado de sapoti (ALBUQUERQUE et al., 2017)
também houve aumento da acidez total do inicio ao fim do processo, variando de 0,50 a 0,70
% e 0,1a1,59/100 mL de &cido acético, respectivamente.

Na Figura 5.10 sdo apresentadas as curvas de crescimento celular para os trés
biorreatores.

Figura 5.10 — Concentracdo de biomassa em fungéo do tempo de fermentacéo para 0s
biorreatores 1, 2 e 3 (B1, B2 e B3)
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*B1 = mosto com concentragao inicial de SST igual a 14 °Brix, B2 = mosto com concentracéo inicial de
SST igual a 16 °Brix, B3 = mosto com concentracéo inicial de SST igual a 20 °Brix.

Na Figura 5.10 foi observado que as trés formulacdes partiram de uma baixa
concentracdo de biomassa no inicio da fermentacdo e apo6s trés dias de fermentacdo atingiram
valores muito acima do inicial, ao longo da fermentacéo a concentracdo de biomassa passou
por variagdes, o Bl atingiu a concentragdo de 1,614 g/L no terceiro dia de fermentacéo e a
partir do sexto dia de fermentacdo observou-se um declinio dessa concentracdo celular onde
os valores vao caindo até o décimo dia de fermentacdo, no ultimo dia de fermentagdo a
concentracdo de biomassa aumenta, chegando a 1,750 g/L onde ha estabilizacdo do processo.
Para 0 B2 percebeu-se uma curva ascendente de concentracdo celular até o sexto dia de
fermentagdo onde nesse momento registra-se o pico maximo de concentracdo celular no valor
de 2,33 g/L, apds isso hd um declinio da curva até o décimo dia de fermentacao, no altimo dia

a concentracdo de biomassa aumenta, chegando a 1,767 g/L momento em que 0 mosto se
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estabiliza. J& para o B3 a curva ascendente de crescimento celular se d& até o nono dia de
fermentagcdo com 2,152 g¢/L, do nono ao décimo segundo dia de fermentacdo notou-se um
declinio dessa curva que chega a atingir 1,672 g/L de biomassa, nos altimos trés dias de
fermentacdo, do décimo terceiro ao décimo quinto dia, a concentracdo de biomassa volta a
aumentar e a fermentacg&o se encerra com 2,550 g/L de células.

As celulas sofrem multiplicacdo, ocasionando o aumento populacional celular, indicando
a viabilidade de células. Esse processo ocorre em 4 etapas onde a primeira é chamada de fase de
adaptacdo do inoculo, passa por um tempo de ajuste as condicdes fisicas, aos nutrientes, ocorre
um periodo de laténcia e intensa atividade metabdlica. Apds adaptacdo das células é iniciado a
multiplicacdo das células e a metabolizacdo dos nutrientes (SILVA, 2009).

De acordo com Aquarone et al. (2001) a duracdo da fase de laténcia, onde ndo ha
reproducdo celular, ou seja X=Xp=constante, varia principalmente com a concentracdo do
indculo, com a idade do microrganismo (tempo de pré cultivo) e com o seu estado fisiologico.

A segunda etapa, chamada de exponencial, a multiplicacdo celular ocorre de forma
intensa até a limitacdo nutritiva (agUcares). As proximas etapas chamadas de estacionaria e de
declinio, a velocidade de crescimento celular diminui ocorrendo equilibrio de multiplicacéo e

morte celular até que ocorra o declinio da concentracdo celular (SILVA, 2009).

5.4.2 Parametros Cinéticos da Fermentacdo para as Formulacfes Finais

Os dados obtidos nas andlises de acompanhamento de processo (Tabela 5.6) foram

utilizados para o céalculo dos parametros cinéticos da fermentacéo (Tabela 5.7).

Tabela 5.6 - Valores utilizados no calculo dos pardmetros cinéticos para as formulacgdes finais

Parametros | B1 | B2 | B3
So (g/L) 148,49 + 8,04 165,42° + 1,47  262,60°+ 1,87
Sk (g/L) 5,78+ 0,33 7,11°+0,18 9,71°+ 0,25
Po (/L) 0 0 0
P (9/L) 44,18 54,44 71,80
Xo (g/L) 0,11% + 0,04 0,29°+ 0,03 0,37°+ 0,02
Xe (9/L) 1,75 +0,13 1,77°+0,13 2,55°+ 0,18

T (h) 264 264 360

*Letras diferentes (a, b, c) indicam que ha diferenca estatisticamente significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

**B1 = mosto com concentracdo inicial de SST igual a 14 °Brix, B2 = mosto com concentragdo inicial de SST igual a 16 °Brix, B3 =
mosto com concentracéo inicial de SST igual a 20 °Brix.

***S, = concentracdo de substrato inicial, Sg = concentragéo de substrato final, Po= concentracéo de etanol inicial, P = concentragéo de
etanol final , Xo = concentragéo de célula inicial, Xg = concentracéo de célula final e Te = tempo final da fermentacéo.
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Tabela 5.7 - Resultado dos calculos dos pardmetros cinéticos para as formulagdes finais

Parametros \ B1 \ B2 \ B3
Yois 0,317 + 0,02 0,34° + 0,00 0,28° + 0,00
Ys 0,012% + 0,00 0,009° + 0,00 0,009° + 0,00

P, (g/L.h) 0,17 0,21 0,20
Ef (%) 60,71% + 3,43 67,30° + 0,60 55,56° + 0,41

*Letras diferentes (a, b, c) indicam que ha diferenca estatisticamente significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

**B1 = mosto com concentragdo inicial de SST igual a 14 °Brix, B2 = mosto com concentracéo inicial de SST igual a 16 °Brix, B3 =
mosto com concentracdo inicial de SST igual a 20 °Brix.

***Y s = fator de converséo de substrato em produto, Y= fator de converséo de substrato em célula, P, = produtividade em produto e Ef
= eficiéncia da fermentagéo.

Os dados de Y s apresentados na Tabela 5.7 (0,31 para o B1 e 0,34 para o B2 e 0,28
para 0 B3) calculados para cada formulacdo sdo inferiores ao valor méximo teorico de
conversdo que é de 0,511 g/g e inferiores também a valores citados por Bessa et al. (2018) que
obtiveram variacdo de 0,42 a 0,49 ao fermentarem suco de meldo de duas espécies, por
Alcéntara e Menezes (2017) que reportaram 0,41 e 0,48 ao fermentarem suco de laranja com
duas linhagens diferentes de Saccharomyces cerevisiae e por Muniz et al. (2002) que
apresentaram rendimento em produto igual a 0,43 ao fermentarem suco de caju utilizando a
mesma levedura utilizada nesse estudo. Entretanto, os valores obtidos nesse estudo foram
semelhantes aos valores citados por Ponce et al. (2016) que ao fermentarem melago de cana-
de aglcar encontraram valores entre 0,33 — 0,29 e por Fonseca et al. (2020) que obtiveram um
rendimento em produto de 0,35 no fermentado de manga “carlota”.

Para 0 Y Putra e Abaseed (2018) (fermentacdo do xarope de tdmara); Riviera et al.
(2017) (fermentacdo da cana-de-aglcar) e Ponce et al. (2016) (fermentacdo do melaco de
cana-de-acucar), encontraram valores iguais a 0,22, 0,45 e 0,03, respectivamente. Os
resultados obtidos nesse estudo para os trés biorreatores foram de aproximadamente 0,01
demonstrando que o processo de fermentagdo para 0s mostos de sapoti resultou em uma baixa
conversao de substrato em celulas.

Os rendimentos em produto e em células sdo fungdes da concentracdo de acucares e
da quantidade de inéculo. Existe uma relacdo entre oxigénio disponivel, concentracdo de
acucares e producdo de etanol com leveduras do género Sacharomyces. Quando o oxigénio
estd presente e ha baixa concentracdo de acucar (até 9 g/L) ha um favorecimento pela cadeia
respiratoria em Sacharomyces cerevisiae (ciclo de krebs e fosforilagdo oxidativa), a qual é
capaz de produzir mais energia celular através da sintese de ATP, que pode ser usada para
outras finalidades dentro das células, como por exemplo, crescimento celular (AGGELIS e
SHIOTANE, 2007).
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No entanto, a fermentagdo desse estudo foi realizada em condi¢do quase anaerobica,
mesmo que exista uma pequena quantidade de oxigénio dissolvido no meio ndo aerado no
inicio da fermentacao, ele é rapidamente consumido com producdo de CO; e a condigdo semi-
anaerdbica favorece a fermentacdo em etanol. Por outro lado, a concentracdo de acucar
também pode favorecer fermentagdo alcodlica. Altas concentracdes de agucares, mesmo em
aerobiose, causam a degradacdo da mitocondria, diminuigdo de acidos graxos e esterdis, assim
como enzimas do metabolismo oxidativo levando a repressdo catabolica e estimulo da
fermentacdo etandlica (PRONK, STEENSMA e DIJKEN, 1996; AGGELIS e SHIOTANE,
2007; SARRIS e PAPANIKOLAOU, 2016).

Com isso, é possivel verificar a coeréncia com os resultados expressos na Tabela 5.7
para os rendimentos em produto e células, mostrando que em mostos com alta concentracéo
de acUcares hd uma maior conversdo de acglUcares em etanol e menores conversdes de
substrato em celulas.

Em relacéo a Pp, Almeida et al. (2020) encontraram um valor médio de 4,38 g/L.h
enquanto Bessa et al. (2018) obtiveram valores iguais a 1,32 e 2,24 g/L.h, valores esses
superiores aos encontrados nesse estudo que foram de 0,17 g/L.h para o B1, 0,21 g/L.h para o
B2 e 0,20 g/L.h para o B3. Os valores baixos de P, obtidos no presente trabalho se devem ao
longo periodo de fermentagdo no desenvolvimento dos fermentados de sapoti, que tiveram
duracdo de 264 horas para 0s B1 e B2 e 360 horas para o B3, contra 14 horas de fermentacéo
no desenvolvimento do fermentado de mangaba por Almeida et al. (2020) e 24 horas e 30
horas para os fermentados de mel&o, elaborados por Bessa et al. (2018). O tempo de
fermentacdo esta diretamente ligado a temperatura do processo, neste estudo foi utilizada uma
temperatura de 20°C o que proporcionou um processo fermentativo lento. Fonseca et al.
(2020) na producdo de fermentado de manga, reportaram produtividade igual a obtida no B1
desse estudo (0,17 g/L.h) onde o tempo de fermentacdo para o fermentado de manga foi de
288 h, semelhante ao tempo de fermentagédo para o B1 desse estudo que foi de 264 h.

Fazendo uma comparagéo entre as P, resultantes dos B1, B2 e B3 observou-se que
os B1 e B2 atingiram o fim da fermentacdo no mesmo tempo, porém a produtividade do B2
foi maior que a do B1 devido a maior concentracdo de etanol obtida ao fim do processo
fermentativo, ja entre o B2 e B3 os resultados foram muito proximos, apesar do B3 apresentar
uma maior concentracdo final de etanol o resultado da P, foi menor, devido ao tempo de
fermentacdo para este biorreator que foi bem superior ao tempo total de fermentacdo do B2.

A eficiéncia da fermentacdo varia entre 0-100 % pois leva em conta o rendimento

bioquimico. O valor da eficiéncia de fermentagéo para esse estudo foi de 60,71 % para o B1,
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67,30 % para 0 B2 e 55,56 % para o0 B3, todos esses resultados ficaram abaixo dos valores
encontrados na literatura, como na fermentacdo com caldo de cana-de-agucar em que Riviera
et al. (2017) obtiveram uma eficiéncia de 92,2 %, Fernandes (2016) demonstra valores de
95,97 % e 98,95 % para fermentados alcoolicos de fisalis e pitaia, Bessa et al. (2018)
obtiveram uma eficiéncia de 82,67 % para o fermentado de meldo cantaloupe e Alcantara e
Menezes (2017) ao obterem fermentado de laranja utilizando o fermento FFERMIX,

obtiveram uma eficiéncia de fermentagéo de 73,0 %.

5.4.3 Caracterizacdo das Bebidas Oriundas das Formulagdes Finais

Os resultados das caracterizagdes dos produtos finalizados provenientes das

formulacGes finais estdo mostrados na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 — Caracterizacao fisico-quimica das bebidas alcoodlicas fermentadas gaseificadas de
sapoti proveniente das formulacdes finais

Pardmetros | B1 \ B2 \ B3 | Legislacdo
pH 3,41°+£0,01 3,50° + 0,00 3,71°+£0,01 -
SST (°Brix) 1,50% £ 0,00 2,00° £ 0,00 3,00+ 0,00 -
TA (% vIv) 5,90 7,00 9,20 4-14
AT (meq/L) 165,60°+ 6,24  147,60°+6,24 122,40°+6,24  50—130
AV (meg/L) 19,08% + 0,62 13,32+ 0,62  8,64°+0,00 Max. 20
AF (meg/L) 146,52+ 595  13428°+595 113,76°+6,24  Min. 30
Cinzas (%) 0,38%+0,23 0,30* + 0,03 0,38+ 0,02 -
EST (g/L) 34,91+ 0,39 37,46°£0,25  44,79°+0,09 -
Pressao (Atm) - 2,25 - 2-3
AR (g/L) 4,50* + 0,13 499°+0,15  6,75°+0,11 -
ART (g/L) 6,37%+ 0,26 7,52° + 0,09 9,45°+0,16 -
ANR (g/L) 1,86 +0,16 2,53°+0,10  2,70°+0,26 -
Teor de Agucar 6,37 +£ 0,26 7,52° + 0,09 9,45°+0,16 >3 (doce ou
(g/L) suave)
CFT 8,01+ 0,00 8,51° + 0,00 7,86%+ 0,00 -

(mg EAG/100 mL)

* Letras diferentes na linha (a, b, c) indicam que ha diferenca estatisticamente significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
**B1 = mosto com concentracdo inicial de SST igual a 14 °Brix, B2 = mosto com concentragdo inicial de SST igual a 16 °Brix, B3 =
mosto com concentragdo inicial de SST igual a 20 °Brix.

*** SST = sélidos sollveis totais. TA = teor alcodlico. AT = acidez total. AV = acidez volatil. AF = acidez fixa. EST = extrato seco total.
AR = acUlcar redutor. ART = aglcar redutor total. ANR = aglcar ndo redutor. CFT = compostos fendlicos totais.

Na Tabela 5.8 foi observado que o unico biorreator que obteve todos os resultados
dentro dos padrdes especificados pela legislacdo Brasileira para fermentado de fruta
gaseificado foi o produto do B3.

No que se refere o pH das bebidas finalizadas, houve diferenca estatisticamente
significativa entre os B1, B2 e B3, os valores de pH para os trés produtos finais variaram entre
3,41 e 3,71. Estudos de outros fermentados de frutas apresentaram valores de pH semelhantes,
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como: vinho da casca do abacaxi (3,35), fermentado de manga (3,49), fermentado alcodlico
de maracuja da caatinga (2,99 e 3,21) (DINIZ, 2017; FONSECA et al., 2020; SANTOS et al.,
2021).

O baixo pH da bebida atua diretamente sobre a estabilidade do vinho, visto que reduz
a susceptibilidade ao ataque microbiano (SILVA et al., 2008). De acordo com Silva et al.
(2006) quanto maior o pH do fermentado, maior a acidez volatil, a qual esta relacionada com
a contaminacdo do fermentado por bactérias acéticas. Esses autores também reportaram que
uma maior acidez volatil esta relacionada a um menor teor alcoolico.

O teor de SST encontrado nos produtos finalizados foram 1,5 °Brix para o B1, 2,0
°Brix para 0 B2 e 3,0 °Brix para o B3, para os B1 e B2 esses valores foram 0os mesmos
encontrados ao fim da primeira fermentacdo, evidenciando que ap6s a adicdo do primer as
leveduras consumiram apenas o0 acUcar adicionado no mesmo, isso pode ser comprovado
pelos valores de ART que ap0s a caracterizacdo das bebidas resultaram em valores
semelhantes aos valores obtidos ao fim da primeira fermentacdo alcodlica, apresentados na
Figura 5.6. Para esse parametro, houve diferenca estatisticamente significativa entre todos os
biorreatores.

Os valores de SST encontrado nesse estudo foram inferiores aos valores reportados
por Bessa et al. (2018) que ao fermentarem suco de meldo de duas espécies diferentes
obtiveram bebidas com teor de SST de 3,0 e 5,0 °Brix, e ao valor reportado por Almeida et al.
(2020) que foi de 7,5 °Brix ao desenvolver fermentado de mangaba.

O teor alcodlico apds a carbonatacdo natural dos fermentados de sapoti teve uma
pequena elevacdo em sua concentracao, devido a acdo das leveduras em consumirem o agucar
do primer para formacgdo do CO; aprisionado na garrafa e etanol. Esse aumento no B1 foi de
5,6 no final da primeira fermentacéo para 5,9 % no produto finalizado, no B2 de 6,9 para 7,0
% e no B3 de 9,1 para 9,2 %. Outros autores ao produzirem fermentados de fruta encontraram
teores de etanol no produto finalizado de 6,99 e 8,12 % para fermentado de maracuja da
caatinga, 5,03 e 6,80 % para fermentados de meldo e 6,30 % para fermentado de manga
(SANTOS et al., 2021; BESSA et al., 2018; FONSECA et al., 2020).

Apesar da variacdo, todos os resultados encontram-se dentro do estabelecido pela
legislacdo para fermentados de fruta, a qual regula valores entre 4 e 14 % v/v (BRASIL,
2012). As diferengas encontradas séo devido as quantidades inicial e final de agucar de cada
processo de fermentacao.

Para a acidez total titulavel, o teste de tukey apresentou diferenca estatisticamente

significativa para todos os produtos, sendo o Unico produto com valor dentro do estabelecido
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pela legislacdo Brasileira (50 a 130 meg/L), o B3 que apresentou acidez média de 122,4
meg/L. Os B1 e B2 apresentaram acidez média de 165,6 e 147,6 meq/L, respectivamente.

Dantas e Silva (2017), em um fermentado alcodlico de umbu, obtiveram 45,50
meg/L de acidez total, valor abaixo do minimo especificado pela legislacdo, enquanto
Fonseca et al. (2020), Barbosa et al. (2017) e Santos et al. (2021) relataram resultados acima
do permitido em fermentados de manga (143,00 meg/L), jabuticaba (187,00 meg/L) e
maracuja da Caatinga (429,86 a 527,50 meq/L), respectivamente.

Os resultados de acidez total titulavel obtidos nesse estudo podem ter sido afetados
pelo tempo de fermentagdo. Tal suposicdo também foi mencionada por Bessa et al. (2018)
que, na producdo de fermentados alcodlicos de meldo das variedades amarelo (F1) e
“cantaloupe” (F2), obtiveram acidez total em F1 (23,9 meg/L) inferior a F2 (53,10 meg/ L),
cuja fermentacdo durou 6h a mais e pode ter proporcionado aumento da concentracdo de
acidos organicos. Além disso, outra possivel explicagdo para o alto valor encontrado foi a ndo
realizacdo da sulfitagem, o que neutralizaria uma fracdo dos &cidos organicos oriundos do
préprio sapoti e dificultaria a contaminacdo por outros microrganismos competidores, caso
fosse realizada (OLIVEIRA et al., 2012).

A acidez volétil do vinho é formada pelos acidos volateis. Além do &cido acético
estdo presentes outros acidos graxos como: férmico, butirico, propiénico, e outros. Estes sdo
responsaveis pela desnaturacdo e modificacdo do sabor e aroma dos vinhos e o conhecimento
dessa quantidade de acidos é de vital importancia, pois indica uma medida de deterioracdo
microbiana, principalmente de microrganismos do género Acetobacter que pode transformar o
vinho em vinagre, o baixo teor da acidez volatil indica a boa sanidade do vinho (AMERINE e
OUGH, 1976; VOGT, 1972). Os resultados médios obtidos nesta pesquisa foram de 19,08
meq/L para o B1, 13,32 meqg/L para o B2 e 8,64 meq/L para o B3, havendo diferenca
estatisticamente significativa entre todos os biorreatores, os valores de acidez volatil obtidos
nesse estudo foram maiores que os encontrados por Dantas e Silva (2017) 5,51 meg/L em
Fermentado de Umbu, Bessa et al. (2018) 4,59 meg/L em Fermentado de Meldo amarelo e
Santos et al. (2021) 5,53 a 6,67 meg/L em Fermentados de Maracuja da Caatinga, € menores
que o encontrado por Fonseca et al. (2020) 19,24 meg/L em Fermentado de Manga, mas
dentro do permitido pela legislacdo, ao qual permite um maximo de 20 meg/L (BRASIL,
2012).

A acidez fixa é a diferenca entre a acidez total e a acidez volatil, ou seja, é o conjunto
de &cidos ndo volateis presentes no fermentado, como os acidos malico, tartarico, citrico,

lactico, succinico entre outros os &cidos organicos. A acidez fixa dos fermentados de sapoti
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gaseificados foram iguais a 146,52, 134,28 e 113,76 meg/L para os Bl, B2 e B3,
respectivamente, o B3 diferiu estatisticamente dos B1 e B2, os valores de acidez fixa foram
menores que o fermentado de Maracuja-do-mato, 186,9 meg/L (FERREIRA et al., 2020),
muito abaixo quando comparado aos Fermentados de Maracuja da Caatinga em dois
tratamentos, 527,75 e 527,53 meg/L (SANTOS et al., 2019) e proximo ao valor reportado por
Fonseca et al. (2020) que foi de 123,76 meq/L ao obter Fermentado de Manga.

As Concentracdes de cinzas encontradas nos fermentados de sapoti foram 0,38 % ou
3,82 g/L, 0,30 % ou 3,02 g/L e 0,38 % ou 3,84 g/L, para os B1, B2 e B3, respectivamente,
valores proximos aos 3,65 g/L encontrado por Dantas e Silva (2017) no fermentado de umbu
e 0,44% encontrado por Pires et al. (2018) no fermentado de jabuticaba, e superiores ao valor
de 1,71 g/L no fermentado da casca de abacaxi encontrado por Diniz (2017). Para os
resultados de cinzas obtidos neste estudo, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas.

O extrato seco total do vinho corresponde ao peso do residuo seco obtido apos a
evaporacdo dos compostos volateis. Representa, portanto, a soma das substancias que em
determinadas condicdes fisicas ndo se volatilizam. Essas condi¢cdes devem ser estabelecidas
de modo que esses compostos tenham uma alteragdo minima. Entre os principais grupos que
compdem o extrato seco total encontram-se os acidos fixos, sais organicos e minerais,
polidlcoois, compostos fenolicos, compostos nitrogenados, aglucares e polissacarideos
(R1ZZON e MIELE, 2002). Segundo Acquarone et al. (2001), vinhos que contém menos de
20,00 g/L de extrato seco sdo considerados leves ao paladar. Para tal parametro, os
fermentados de sapoti apresentaram valores médios iguais a 34,91 g/L, 37,46 g/L e 44,79 g/L
para 0s B1l, B2 e B3, respectivamente, sendo assim considerados encorpados. Para todos 0s
biorreatores houve diferenca estatisticamente significativa.

Silva et al. (1999) pesquisaram vinho de uva e relataram que o valor elevado de
extrato seco estd relacionado com a quantidade de partes sélidas da fruta obtida por
macera¢do prolongada. O que pode explicar o fato de os valores de extrato seco diminuirem
conforme a reducdo da concentracdo de sapoti nos fermentados.

A legislacéo brasileira ndo estabelece limites de extrato seco total nem para vinhos
nem para fermentados de fruta. Comparando-se os resultados obtidos nesse estudo com 0s
valores encontrados na literatura, estes foram superiores ao encontrado por Dantas e Silva
(2017) em fermentado de umbu (22,59 g/L) e préximos ao encontrado por Diniz (2017) em

fermentado da casca de abacaxi (44,02 g/L).
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A pressdao em Atm & 20 °C para estes fermentados de sapoti gaseificados foram de
2,25, estando dentro da faixa estabelecida pela legislacdo para fermentados de fruta
gaseificados que especifica um limite de 1 a 3 Atm a 20 °C.

O teor de acucar dos fermentados além de relacionar-se com a graduacao alcoolica,
permite a classificagdo dos vinhos gaseificados em seco (max. 20 g/L), meio-seco ou meio
doce (min. 20,1 g/L e max. 60 g/L) e doce (min. 60,1 g/L). Ja para fermentados de frutas, a
legislacdo estabelece apenas seco (max. 3,0 g/L) e doce ou suave (min. 3,1 g/L) (BRASIL,
2019).

Os valores de agUcares obtidos para os fermentados de sapoti gaseificados
encontram-se na Tabela 5.8 e mostram que de acordo com o valor de ART: 6,37; 7,52 e 9,45
g/L para os Bl, B2 e B3, respectivamente, se comparados as especificacdes de vinhos
gaseificados, 0s mesmos se enquadrariam em seco. Porém, comparando-os com as
especificacOes para fermentados de fruta, séo classificados como doce ou suave.

Nesse estudo, foram obtidos fermentados com contetdo de acucares redutores totais
variando de 6,37 a 9,45 g/L, resultados superiores aos encontrados para o fermentado de
umbu, com 1,76 g/L de acucares totais (DANTAS e SILVA, 2017). Neves et al. (2020)
encontraram 1,64 g/L no fermentado de caju, ja Santos et al. (2019) encontraram valores bem
superiores aos ja mencionados (212,27 g/L para o Tratamento 1, usando a polpa de maracuja
da caatinga em estadio de maturacdo intermediario) e (212,77 g/L para o tratamento 2, usando
a polpa de maracuja da caatinga em estagio de maturacdo maduro), devido a adicdo
intencional de sacarose as bebidas para obtencdo de um fermentado doce ou suave de acordo
com a legislagéo.

Para os acUcares redutores, os valores encontrados nesse estudo foram de 4,5 g/L
para 0 B1, 4,99 g/L para 0 B2 e 6,75 g/L para o B3, valores superiores ao reportado por
Dantas e Silva (2017) de 1,07 g/L. As diferencas existentes entre o teor de agUcares redutores
dos fermentados relacionam-se ao fato de que fazem parte desse grupo, 0s agucares
fermentesciveis, glicose e frutose, que sdo originados pelo metabolismo do fruto, mais
especificamente pela hidrolise enzimatica da sacarose, formada no decorrer da assimilacdo de
clorofila (OLIVEIRA, 2015). A fermentacdo destes aglcares origina a transformacédo do fruto
em seu respectivo fermentado alcoolico. A fermentacdo alcoolica, pela acdo das leveduras,
transforma estes actcares em etanol e CO..

Os compostos fendlicos sdo uma classe de compostos presentes em diversos tipos de
bebidas fermentadas e desejaveis, devido as diversas alegaces de seus beneficios a saude
(ARRANZ et al., 2012).
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Para os compostos fenodlicos totais B1 e B3 ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa, porém B2 diferiu das demais formulagcbes. Os valores de
fenolicos totais para os fermentados de sapoti gaseificados obtidos nesse estudo variaram de
7,86 a 8,51 mg EAG/100 mL, valores inferiores ao reportado por Ranjitha et al. (2015) que
encontraram 30,0 e 40,2 mg/100 mL em fermentados de sapoti de duas espécies diferentes,
além de Santos et al. (2021) que encontraram valores que variaram de 73,59 a 81,95 mg
EAG/100 mL ao fermentarem maracuja da caatinga e Neves et al. (2021) que obtiveram 86,16
mg/100 mL no fermentado alcodlico de jabuticaba.

Os resultados das avaliagdes antioxidantes dos produtos finalizados provenientes das

formulacdes finais estdo mostrados na Figura 5.11.

Figura 5.11 - Potencial antioxidante das bebidas alcoolicas fermentadas gaseificadas de

sapoti
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* Letras diferentes na linha (a, b, c) indicam que ha diferenca estatisticamente significativa pelo teste de Tukey a 5%
de significancia.

**B1 = mosto com concentracgao inicial de SST igual a 14 °Brix, B2 = mosto com concentracéo inicial de SST igual
a 16 °Brix, B3 = mosto com concentragdo inicial de SST igual a 20 °Brix.

A capacidade antioxidante para os fermentados de sapoti gaseificados foi avaliada
em trés metodologias distintas, onde, para 0 método DPPH o B1 resultou em 445,91 uM
TEAC/g ou 42,24 % de inibicdo do radical, para o B2 resultou em 488,75 uM TEAC/g ou
44,89 % e para 0 B3 resultou em 486,91 uM TEAC/g ou 44,94 %, os biorreatores 2 e 3 nao
apresentaram diferenga estatisticamente significativa, porém o B1 diferiu estatisticamente dos
B2 e B3 e observou-se que para este método o B2 apresentou maior capacidade antioxidante

em relacdo aos demais.
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Para o método FRAP o B1 resultou em 600,33 uM TEAC/g ou 52,58 % de poder
redutor, para o B2 resultou em 705,24 uM TEAC/g ou 60,69 % e para o B3 resultou em
625,98 UM TEAC/g ou 54,50 %, houve diferenca estatisticamente significativa entre todos 0s
biorreatores e observou-se que para este método o B2 novamente apresentou maior
capacidade antioxidante em relagéo aos demais biorreatores.

Para 0 método ABTS o BL1 resultou em 469,42 uM TEAC/g ou 21,47 % de inibicao
do radical ABTS, para o B2 resultou em 596,04 uM TEAC/g ou 25,18 % e para o B3 resultou
em 891,21 uM TEAC/g ou 34,25 %, houve diferenca estatisticamente significativa entre
todos os biorreatores e observou-se que no metodo ABTS o B3 apresentou maior capacidade
antioxidante em relagdo as demais formulagdes.

E possivel fazer uma comparacéo entre os resultados obtidos pelos métodos DPPH e
ABTS, pois o0s dois se baseiam no mesmo principio de inibicao de radicais livres, com isso,
observou-se que todos os fermentados, B1, B2 e B3, pelo método ABTS, apresentaram maior
potencial antioxidante.

Para a metodologia DPPH, na literatura foram estudados fermentados de frutas,
como o fermentado de jabuticaba que possui capacidade antioxidante de 6,854 umol TEAC/L
(NEVES et al., 2021), inferior ao valor obtido nesse estudo, assim como os fermentados de
caju oriundos das cultivares E 51 e CCP 1001 que apresentaram atividade antioxidante
méaxima de 7,13 e 10,66 pg/mL, respectivamente (SILVA e NERY, 2020). Osto e Leitdo
(2018) ao desenvolverem um melomel de jamboldo, encontraram 47,26 % de inibicdo do
radical DPPH, valor superior a capacidade antioxidante obtida para os biorreatores 1, 2 e 3.
Adamenko et al. (2019) obtiveram valores que variaram de 2,78 a 8,42 pmol TEAC/mL ao
desenvolverem fermentado de maca e cereja.

Para a metodologia FRAP, Santos et al. (2021) obtiveram fermentado de maracuja
da caatinga oriundo do tratamento 2 (bebida alcodlica fermentada de maracuja elaborada a
partir da polpa congelada de frutos maduros sem diluigdo) com capacidade antioxidante de
7,61 umol TEAC/mL e Adamenko et al. (2019) ao desenvolverem fermentado de macé e
cereja observaram que a capacidade antioxidante variou de 7,20 a 13,5 pumol TEAC/mL,
sendo inferiores aos resultados encontrados nesse estudo.

Na literatura cientifica foram encontrados fermentados alcodlicos de fruta, os quais
foram analisados a sua capacidade de sequestrar o radical livre ABTS, por exemplo: Dangui
et al. (2019) ao produzirem fermentado alcoolico de melancia com e sem a adi¢do de prépolis
encontraram valores inferiores ao obtido nesse estudo, 36,61 pumol TEAC/100 mL e 34,14

pumol TEAC/100 mL, respectivamente, j& Adamenko et al. (2019) encontraram valores que
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variaram de 4,93 a 12,2 umol TEAC/mL ao desenvolverem fermentado de macé e cereja.
Patra, Singdevsachan e Swain (2016) ao fermentarem o suco de sapoti encontraram de 21,00 a
30,00 % de inibicdo do radical ABTS, sendo um potencial antioxidante préximo aos valores
obtidos nesse estudo (21,47 a 34,25 %).

A capacidade antioxidante est4 diretamente relacionada ao contetdo de compostos
fendlicos de um produto. Dessa forma, espera-se que esta caracteristica seja diretamente
proporcional a concentracdo de compostos fendlicos. Mas isso nem sempre é observado na
pratica, pois além da concentracdo, o tipo de composto fenolico € decisivo para definir a
capacidade antioxidante de um produto (ZHANG e TSAO, 2016), o que justifica o potencial
antioxidante ter sido maior nos fermentados gaseificados de sapoti quando comparado ao
caldo do fruto, que mesmo apresentando um teor de compostos fenolicos totais mais elevado

possui menor potencial antioxidante.
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6 CONCLUSAO

— Neste trabalho foi possivel desenvolver uma bebida alcoodlica fermentada com
gaseificacdo natural, a partir de uma segunda fermentacdo que ocorreu dentro da
prépria garrafa do fruto do sapotizeiro, com teor de etanol dentro do estabelecido pela
legislacdo brasileira para fermentados de fruta.

— De acordo com os resultados obtidos na caracterizacdo do caldo de sapoti, concluiu-se
que o fruto possui boas caracteristicas fermentesciveis, como alto teor de SST, pH
dentro da faixa 6tima de fermentacéo e baixa acidez total. O que o torna promissor na
indUstria de biotecnologia.

— A partir da analise dos resultados dos parametros cinéticos da fermentacdo observou-
se que dentre todas as formulagdes, incluindo o teste preliminar, o biorreator 2 (B2)
apresentou melhor desempenho, por apresentar maior rendimento em produto e menor
tempo de fermentacao.

— As bebidas fermentadas gaseificadas de sapoti, assim como o fruto do sapotizeiro
mostraram ser uma fonte importante de compostos fendlicos totais e possuem bom
potencial antioxidante.

— Dentre todas as bebidas produzidas, a formulacdo do biorreator 3 (B3) apresentou
resultados da caracterizagdo fisico-quimica dentro dos limites estabelecidos pela
legislacdo Brasileira vigente para fermentados de fruta.

— Todas as formulagdes, incluindo o teste preliminar resultaram em fermentados de
sapoti gaseificados com concentracdo de acucar redutor total acima de 3 g/L, o que
classifica essas bebidas como fermentados de sapoti gaseificados suaves, segundo a
Instrucdo Normativa n° 34, de 29/11/2012.
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APENDICES

APENDICE A — Curva-padréo de glicose utilizada na analise de AR, ART e ANR do

acompanhamento cinético do teste preliminar
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APENDICE B — Curva-padrio de glicose utilizada na anélise de AR, ART e ANR do
acompanhamento cinético das formulages finais, da caracterizacdo do caldo de sapoti e
caracterizagéo dos produtos finalizados
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APENDICE C — Curva-padréo de Trolox utilizada na anélise de atividade antioxidante pelo
método DPPH, da caracterizacéo do caldo de sapoti e produtos finalizados
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APENDICE D — Curva-padréo de Trolox utilizada na anélise de atividade antioxidante pelo
método FRAP, da caracterizacdo do caldo de sapoti e produtos finalizados
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APENDICE E — Curva-padrio de Trolox utilizada na analise de atividade antioxidante pelo
método ABTS, da caracterizacéo do caldo de sapoti e produtos finalizados
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APENDICE F — Curva-padrdo de biomassa utilizada na analise de concentragéo celular do

acompanhamento cinético das formulages finais para o B1
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APENDICE G — Curva-padrio de biomassa utilizada na analise de concentragdo celular do

acompanhamento cinético das formulagdes finais para o B2
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APENDICE H — Curva-padrio de biomassa utilizada na analise de concentragéo celular do

acompanhamento cinético das formulaces finais para o B3
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APENDICE | — Curva-padréo de &cido gélico utilizada na analise de concentracéo de
compostos fenolicos totais, da caracterizacdo do caldo de sapoti e produtos finalizados
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