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RESUMO: A ciriguela (Spondias purpurea L.) é
uma fruta tipica do cerrado, com caracteristicas
essenciais para a fermentacdo alcoodlica por
S. cerevisiae (21,25 °Brix). O objetivo deste
trabalho foi elaborar aguardentes com polpa dos
frutos ciriguela utilizando 4 cepas de S. cerevisiae
(LNFCA11®; LEVSIL16 ¢ LEVSILS; LEVFRC29).
A produgdo do mosto de ciriguela foi realizada em
duplicata em elernmeyers, contendo 250 mL de
polpa de ciriguela a 16 °Brix. Os cultivos foram
realizados em sistema de batelada simples para
cada cepa. Os vinhos obtidos foram submetidos ao
processo de destilagdo fracionada em alambique
de cobre e logo apos feita analise em HPLC.
Das bebidas de ciriguela produzidas, as cepas
(LEVFRC29) ¢ (LNFCA11®) resultaram em
aguardentes com graduagdes alcodlicas (GL)
38,44 ¢ 45,96 (°GL), respectivamente. A bebida
produzida pelo isolado LEVSIL16 (208 mg/100 mL)
teve uma quantidade de 4cido acético maior que o
permitido na legislagdo (100 mg/100 mL). Para os
valores de glicerol, LEVSIL15 resultou em uma
bebida com maior valor de glicerol (0,09 g/L). As
cepas que obtiveram uma melhor produtividade
de etanol foram LNFCA11® (4,18 g/L/°Brix) e
LEVFRC29 (3,49 g/L/°Brix). O presente estudo foi
o primeiro para viabilizar o processo de produgao
de aguardente de ciriguela. O isolado comercial
(LNFCA11®) foi eficiente na fermentagao
alcoolica da polpa de ciriguela e para a produgao
de aguardente. A cepa LEVFRC29 mostrou-se
promissora, pois resultou em uma aguardente
de ciriguela com caracteristicas semelhantes a
comercial. Concluindo que a cepa comercial
LNFCA11® e LEVFRC29 obtiveram os melhores
resultados para producdo da aguardente.

PALAVRAS-CHAVE: Fermentagdo, fruta, isolados.

ABSTRACT: Ciriguela (Spondias purpurea

L.) is a typical cerrado fruit with essential
characteristics for alcoholic fermentation by
Sacharomyces cerevisiae (21.25 °Brix). This
work aimed to prepare spirits with the pulp of
ciriguela fruits using 4 strains of S. cerevisiae
(LNFCAI1I®; LEVSIL16; LEVSILS5; LEVFRC29).

The production of the ciriguela must was carried
out in duplicate in Erlenmeyer flasks containing
250 mL of ciriguela pulp at 16° Brix. Cultivations
were carried out in a simple batch system for
each strain. The ciriguela wines obtained were
subjected to the fractional distillation process in

a copper still before HPLC analysis. The strains
LEVFRC29 and LNFCAII® resulted in spirits

with alcoholic grades of 38.44 and 45.96 (GL),

respectively. The drink produced from the LEVSIL16
strain (208 mg/100 mL) had an amount of acetic
acid greater than that allowed by the Brazilian

legislation (100 mg/100 mL) while the LEVSIL15
strain resulted in a drink with a higher glycerol
value (0.09 g/L). The strains with higher ethanol
productivities were LNFCA1I® (4.18 g/L/°Brix)

and LEVFRC29 (3.49 g/L °Brix). It underlines

that the commercial isolate (LNFCA1I®) was

more efficient in the alcoholic fermentation of
the ciriguela pulp and that the LEVFRC29 strain

resulted in a ciriguela spirit with characteristics
similar to the commercial ones. It was concluded
that the LNFCAI1I® and LEVFRC29 strains
presented the best results for the production of
spirits from ciriguela pulp.

KEYWORDS: Fermentation, fruit, isolated.
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Introducao

Segundo o Ministério de Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), ¢ definida como cachaga “a aguardente de cana
produzida no Brasil, com graduagdo alcoolica (GL) de 38 a 48%,
a 20 °C, obtida pela destilagdo do mosto fermentado do caldo
de cana-de-agicar com caracteristicas sensoriais peculiares,
podendo ser adicionada de agucares até seis gramas por litro (<
6g/L de aglcar). Ja aguardente (derivada de outra matéria-prima
que ndo a cana) ¢ a bebida com graduacido alcoolica (GL) de
38 a 54%, a 20 °C, obtida do rebaixamento do teor alcodlico
do destilado alcodlico simples ou pela destilagdo do mosto
fermentado” (BRASIL, 2019).

Na legislagdo, a aguardente obtida a partir de frutas pode ser
denominada aguardente de frutas ou brandy de frutas, com GL
de 38 a 54%, podendo ser simples ou envelhecida. As bebidas
que nao passam por envelhecimento podem ser denominadas
simplesmente aguardente, e seguida do nome da fruta da qual
¢ obtida (LIMA, 2001).

No Brasil, a cachaga ¢ a segunda bebida alcoolica mais
consumida e a primeira em relagdo as bebidas destiladas
(ALCARDE; MONTEIRO; BELLUCO, 2012). Apesar de
o fermentado de cana ser bastante popular, a produgdo de
aguardente a partir de frutas vem sendo uma opgao para os
produtores, pois diminui as perdas pos-colheita e agrega valor
a fruta, além de serem novas composi¢des de sabores para os
consumidores (VIEIRA, 2012).

A ciriguela (Spondias purpurea L.) ¢ uma fruta da familia
Anacardiaceae, comum do cerrado, bastante comercializada
devido ao sabor e a cor atrativa, porém ¢ muito perecivel,
por isso procuram-se alternativas para que a fruta ndo seja
desperdigcada, como, por exemplo, a produ¢do das bebidas
fermentadas (SILVA; FIGUEIREDO; LIMA, 2016). A ciriguela,
quando madura, apresenta caracteristicas fisico-quimicas de
21,25% de solidos soluveis totais (°Brix), agucares soluveis
totais de 18,68%, actcares redutores de 0,70% e amido 1%
(MARTINS; MELO, 2012). Bons parametros, se comparados
ao caldo de cana-de-acucar madura, onde os agucares redutores
sdo menores que 1% e a sacarose ¢ em torno de 14% ou mais
(aproximadamente 18 °Brix) (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

Para a obtencdo da aguardente, a matéria-prima, seja
cana-de-agucar, frutas ou cereais, precisa passar pelo processo
de transformagdo dos agticares presentes em sua composicao
em dlcool etilico e CO,, e para que isso acontega, € necessario
a agdo de leveduras, como Saccharomyces cerevisiae
(MENDONCA et al., 2014).

Bebidas fermentadas derivadas de frutos sdo uma op¢ao para
obten¢ao de produtos com maior vida ttil, além disso, agregam
mais valor as bebidas (MUNIZ et al., 2002). A ciriguela, por
exemplo, possui vitamina C e provitamina A, que podem ser
agregadas a bebida ¢ trazer beneficios a saude, ja que vitaminas
sdo estudadas como forma de prevenc¢do de algumas doencgas
(LIMA; MELEIRO, 2012). Nesse sentido, o objetivo deste
trabalho foi elaborar aguardentes de ciriguela (Spondias purpurea
L.) utilizando 4 cepas de S. cerevisiae LNFCA11® — Cepa
comercial; LEVSIL16 ¢ LEVSIL15 — isolados obtidos da
silagem de capim Piatd; LEVFRC29 — isolado proveniente de

frutos do cerrado, sendo as Ultimas trés cepas pertencentes a
colegdo microrganismos do grupo de pesquisa.

Materiais e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica
da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais, Universidade
Federal da Grande Dourados — UFGD Dourados, MS, Brasil.
Na Figura | demonstra-se o fluxograma das etapas feitas durante
todo o processo para obtencao de aguardente de ciriguela.

Obtencao da polpa de ciriguela

Parte dos frutos de ciriguela foi adquirida em feiras populares
de Dourados - MS, e outra parte foi coletada na zona rural da
cidade de Rio Brilhante - MS no assentamento Taubinha. Apo6s
serem lavadas com agua corrente e higienizadas com solugdo de
hipoclorito de sddio 1% (v/v) por cerca de 2 minutos, as frutas
foram despolpadas manualmente com o auxilio de peneiras de
aluminio. A polpa obtida a 16 °Brix foi acondicionada em sacos
plasticos e posteriormente armazenada em freezer a -15 °C.

Producao do inoculo

Foram testados 4 isolados de S. cerevisiae (LNFCA11® — Cepa
comercial; LEVSIL16 e LEVSILS —isolados obtidos da silagem
de capim Piatd; LEVFRC29 — isolado proveniente de frutos
do cerrado). As cepas foram reativadas em caldo YPD (1% de
extrato de levedura, 2% de glicose e 2% de peptona m/v). Para
a multiplicag@o do in6culo, uma algada da cultura estoque foi

Fa ~

Obtencgdo, selecdo e limpeza
dos frutos

Extracdo da polpa de
ciriguela e preparo do mosto

IS ~

Inoculacdo das cepas de S.
cerevisige 3g/L

Fermentacdo

Separacdo do vinho {mosto
fermentado)

Destilacdo em alambique de
cobre

Armazenamento das
aguardentes

Figura 1. Fluxograma do processo de produc@o de aguardente de ciriguela
(Spondias purpurea L.).
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transferida para tubos de ensaio contendo 5 mL de meio YPD
e incubadas a 30 °C por 24 horas. Dois mL da suspenséo de
células foram transferidos, com auxilio de uma micropipeta,
para tubos de ensaio contendo 10 mL de YPD ¢ incubados em
BOD a 30 °C por 24 horas. Cinco mL da suspensdo de células
foram transferidos para erlenmeyers contendo 200 mL de YPD
e incubados a 30 °C, sob agitacao (100 rpm) por 24 horas, a
fim de que a populacao do indculo atingisse a contagem de
10° UFC/mL na Camara de Neubauer.

Fermentacao de polpa de ciriguela

A producao do vinho de ciriguela foi realizada em duplicata
em elernmeyers de 500 mL, contendo 250 mL de polpa de
ciriguela a 16 °Brix para cada isolado, com indéculo de 3 g/L
de massa celular. Os cultivos foram realizados em sistema de
batelada simples a 30 °C, sendo que a cada 12 horas de cultivo
foram realizadas leituras de s6lidos soltveis totais (°Brix), com
o auxilio de um refratometro portatil.

Destilacao

Apobs a etapa de fermentagdo, os vinhos obtidos foram
separados das leveduras e submetidos ao processo de destilagdo
fracionada.

Em alambique de cobre equipado com condensador ¢ aquecedor
a gas e com capacidade de trabalho de 20 L, a temperatura do
mosto de ciriguela fermentado foi mantida entre 80 e 90 °C.
O destilado foi separado em trés fragdes. A primeira fracao
(denominada de cabeca) foi coletada separadamente e padronizada
para um volume correspondente a aproximadamente 10% do
volume total da aguardente. A fragdo intermediaria (denominada
de coragdo) foi entdo coletada até a porgao correspondente a 70%
do volume total de aguardente. A ultima fragdo (denominada
de cauda), correspondente a 20% do volume de aguardente
produzida, também foi coletada e armazenada em frascos de
vidro ambar e mantida a temperatura ambiente variando de
18°a 28 °C. A bebida final, a fragdo coragdo foi utilizada para
a realizacdo das analises fisico-quimicas.

Analise HPLC

Alcoois superiores (glicerol, propanol e etanol) dcidos organicos
(acidos acético, citrico, succinico e latico) foram quantificados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando
um cromatdgrafo Shimadzu, modelo LC-10Ai (ShimadzuCorp.,

Japao), equipado com um sistema de detec¢do duplo que
consiste em um detector de UV (SPD-10Ai) e um detector de
indice de refragdo (RID-10A1). Uma coluna de exclusdo de ions
Shimadzu (Shim-pack SCR-101H, 7,9 mm % 30 cm) operada a
uma temperatura de 55 °C foi usada para alcangar a separago
cromatografica. A quantificacdo de alcoois e acidos foi realizada
por meio de curvas de calibragdo obtidas a partir de compostos
padrdo. Todas as amostras foram analisadas em duplicata.

Analises estatisticas
As andlises estatisticas (teste de Tukey a 5%) foram conduzidas
no programa Minitab.

Resultados e Discussao

O processo fermentativo da polpa de ciriguela iniciou com
inoculo de 10° células/mL, atingindo-se picos de contagem
populacional de 10¢ células/mL com 48h. O consumo total de
agucares se deu em média com 72h de cultivo, momento em
que o caldo fermentado foi destilado em alambique de cobre.

De acordo com a tabela, podemos observar que a maior média
de glicerol nas aguardentes foi produzida pela cepa S. cerevisiae
LEVSILI15 (0,09 g/L) (Tabela 1), que se diferencia estatisticamente
das demais cepas, a menor média foi para cepa S. cerevisiae
LEVSIL16 (0,01 g/L) (Tabela 1), sendo essa estatisticamente igual
aos isolados S. cerevisiae LNFCA11® (0,02 g/L), S. cerevisiae
LEVFRC29 (0,02 g/L) (Tabela 1).

Quanto aos teores de acido acético nas bebidas, aquela
fermentada pela S. cerevisiae LEVSIL16 (208 mg/100 mL)
(Tabela 1) apresentou a maior quantidade de acido acético,
diferenciando estatisticamente das demais. J& S. cerevisiae
LNFCALI® (9,95 mg/100 mL) (Tabela 1) obteve o menor
teor de acido acético, porém ndo apresenta diferenca estatistica
entre as cepas S. cerevisiae LEVFRC29 (37,20 mg/100 mL) e
S. cerevisiae LEVSILI1S5 (28,80 mg/100 mL) (Tabela 1).

Em relacdo ao grau alcodlico das aguardentes, o maior GL
foi produzido pela cepa comercial (S. cerevisiae LNFCA11®-
45,96 g/L) (Tabela 1), que ¢ diferente estatisticamente das
demais cepas. A cepa S. cerevisiae LEVSIL16 obteve o menor
GL (14,56 g/L) (Tabela 1), diferenciando estatisticamente dos
demais isolados.

Das aguardentes de ciriguela produzidas, aquelas fermentadas
pelas cepas S. cerevisiae LEVFRC29 e S. cerevisiae LNFCA11® (38,

Tabela 1. Analise por HPLC das aguardentes de ciriguelas fermentadas por 4 cepas de S. cerevisiae.

Isolados Glicerol (g/L) ‘?I;‘;‘; (‘;)cf:]f;’ GL (g/L) — “Brix — Pzgfi‘;f;ir‘ii;le
i o g;’i’l"se 0,09 A 28,80 B 32.22C 16 6 322C
iéﬁ\e]iﬁl\;tgg; 0,02 B 37,20 B 38,44 B 16 5 349B
S. cerevisiae 0,01 B 208 A 14,56 D 16 9 2,08D

LEVSIL16

Meédias que ndo compartilham uma letra sdo estatisticamente diferentes.
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44 ¢ 45,96 g/L, respectivamente) (Tabela 1) se encontram
dentro dos padrdes de graduag@o alcoolica estabelecidos pelo
MAPA para aguardentes (38 a 54 g/L ou %). Ja as aguardentes
produzidas pelas cepas S. cerevisiae LEVSIL15 e S. cerevisiae
LEVSIL16 apresentaram graduagdes alcoolicas abaixo do
padrao (32,22 ¢ 14,56 g/L, respectivamente) (Tabela 1), ndo
sendo, portanto, classificadas como aguardentes.

Comparando os resultados da nossa aguardente com
trabalhos feitos com aguardente de cana-de-agticar (cachaga),
podemos observar que as aguardentes produzidas neste
trabalho tiveram bons resultados, como, por exemplo, em um
estudo em que trés cepas de S. cerevisiae foram utilizadas
para a producdo de cachaca, mostrou que duas das trés cepas
tiveram bebidas com variacao nos teores alcoolicos de 40 a
45 GL, e que uma delas apresentou um valor um pouco
maior 48 GL. Das cepas obtidas nesse trabalho, apenas a
cepa comercial conseguiu atingir uma graduagao alcoodlica
parecida (CAMPOS et al., 2010).

Em um trabalho realizado para caracterizar aguardentes
artesanais de cana-de-agucar, mostrou que, para a producao
de cachaga, a acidez volatil expressa em acido acético foi em
média de 45,6 mg/100 mL (MENDES FILHO et al., 2016), ou
seja, maior do que para a producdo de aguardente de ciriguela,
exceto pelo isolado S. cerevisiae LEVSIL16, que produziu
uma quantidade de acido acético maior que o permitido para
aguardente de frutas, que em legislacdo consta que seria
100mg/100 mL (BRASIL, 2011). Uma quantidade muita alta de
acido acético na aguardente pode ser causada por contaminagdo
de bactérias acido acéticas ou devido a presenca de oxigénio, e
sua presenca pode influenciar negativamente no aroma e sabor
da bebida (MARINHO; RODRIGUES; SIQUEIRA, 2009;
PEREIRA et al., 2003).

Para o glicerol, em comparag¢@o com os resultados obtidos
em um trabalho em que foi feito um experimento para avaliar a
quantidade de glicerol em 52 cachagas envelhecidas e descansadas
de varios estados, a média de glicerol para envelhecidas foi
de 17 mg/L, e para descansadas foi de 1,72 mg/L. O presente
trabalho apresenta valores mais altos de glicerol, obtendo
valores proximos apenas da quantidade de glicerol das
cachagas envelhecidas (GARCIA et al., 2015). O glicerol pode
influenciar de forma positiva no corpo e na textura da bebida
(SANTOS et al., 2013).

As cepas que apresentaram maiores produtividades de etanol para
cada °Brix consumido foram S.cerevisiae LNFCA11® (4,18 g/L/°Brix)
e S. cerevisiae LEVFRC29 (3,49 g/L/°Brix) (Tabela 1). O isolado
S. cerevisiae LEVSIL15 (3,22 g/L/°Brix) obteve um valor
proximo da S. cerevisiae LEVFRC29. A cepa S. cerevisiae
LEVSIL16, em relagdo as demais, obteve uma produtividade
muito baixa (2,08 g/L/°Brix) (Tabela 1). Todas diferenciam
estatisticamente entre si.

Das analises propostas, o propanol, acido citrico, acido
succinico e acido latico ndo foram detectados nas bebidas.

Pelo fato da polpa de ciriguela possuir elevado teor de s6lidos
soluveis totais (16 graus brix) proximo ao teor do caldo de
cana-de-agucar, foi dispensavel a realizag@o da chaptalizagdo,
conservando ainda mais as caracteristicas sensoriais da fruta
na aguardente.

Conclusao

1. De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que
a cepa comercial S. cerevisiae LNFCAL1I® e S. cerevisiae
LEVFRC29 obtiveram os melhores resultados, assim como
foram capazes de produzir uma aguardente dentro dos padrdes
do MAPA e obtendo a melhor produtividade em relagao as
demais cepas avaliadas;

2. O trabalho também apresentou uma metodologia eficiente
para producao de aguardente a partir da polpa de ciriguela;

3. Demonstrou que a ciriguela representa um excelente substrato
para fermentacao alcoodlica por S. cerevisiae, devido a seu
alto teor de sélidos soluveis totais (16 graus brix);

4. Mostrou que a levedura S. cerevisiae LEVFRC29 (isolada
pelo grupo de pesquisa (GEFER) a partir da fermentagao
de silagem) ¢ promissora para a producao de aguardente de
ciriguela, visto que seu desempenho foi semelhante aquele
da cepa comercial (LNFCA11®).
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