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GOBIRA, Rubens Menezes. Utilizagdo de leveduras naturalmente ocorrente na
biotransformacao de acgUcares fermentesciveis de frutos amazdnicos aplicadas na producéao de
aguardente. 2021. 96f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) - Universidade
Federal do Para, Belém, 2021.

RESUMO

Este trabalho tem como objetivo estudar a microbiota presente na polpa de manga (Mangifera
indica L. var. Bacuri) e verificar seu potencial sobre a fonte de carboidrato desta variedade
para producdo de aguardente. As leveduras foram isoladas e identificadas durante a
fermentacdo esponténea da polpa de manga (Mangifera indica L. var. bacuri) para estudar o
perfil microbiano na busca de cepas de leveduras novas ou conhecidas, com potencial de
fermentar acucares de frutas exoéticas para gerar aguardente; fazendo uso de técnicas de
analise micro-estruturais e morfoldgicas, e técnicas moleculares para identificacdo, como a
caracterizacdo dessas leveduras quanto ao perfil de assimilacdo de carbono. Também se
buscou conhecer as carateristicas quimicas da polpa para viabilizar a producédo de aguardente,
sendo analisados os principais parametros que conferem qualidade durante a fermentacao:
teor de agua, agUcares redutores totais, rendimento da hidrolise, volateis totais, composi¢cdo
centesimal de fibras e teor de alcool. Foram caracterizadas quanto a acidez expressa em
gramas de &cido citrico, sélidos sollveis totais (SST) expressa em °Brix, agUcares redutores
totais, pH, composicdo quimica expressa em base de matéria seca, composicdo volatil e
composicdo de agUcares fermentesciveis; as duas ultimas foram analisadas por Cromatografia
a Géas acoplada a Espectrometria de Massas GC/MS. A quantificacdo da aguardente sera
executada por um método adaptado por infravermelho. A extracdo de aromas, tanto da polpa
do fruto quanto do produto serd executada por SDE (EDS-Extracdo por destilacdo
simultanea). Da selec¢do de leveduras foi possivel uma alta identidade com representantes de
Saccharomyces cerevisiae, Candida haemulonii, Hanseniaspora opuntiae e Meyerozyma
guilliermondii. Essa variedade apresentou resultados incluidos no estabelecido pelo
Regulamento Técnico para Fixacdo dos Padrdes de ldentidade e Qualidade para Polpa de
Manga. Na analise de composic¢do volatil, obteve-se o a-terpinoleno e na de acglcares se

obteve a sacarose como substancias majoritarias.

Palavras-chaves: Leveduras; Fermentacdo Alcoodlica; Mangifera indica L.; Aguardente.
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GOBIRA, Rubens Menezes. Use of naturally occurring yeasts in the biotransformation of

fermentable sugars from Amazonian fruits applied in the production of brandy. 2021. 96f.

Thesis (Ph.D. in Biodiversity and Biotechnology) - Federal University of Para, Belem, 2021.

ABSTRACT

The objective of this work is to study the microbiota present in mango pulp (Mangifera indica
L. var. Bacuri) and to verify its potential on the carbohydrate source of this variety for the
production of brandy. Yeasts were isolated and identified during the spontaneous
fermentation of mango pulp (Mangifera indica L. var. bacuri) to study the microbial profile in
search of new or known yeast strains with the potential to ferment exotic fruit sugars to
generate brandy; making use of micro-structural and morphological analysis techniques, and
molecular techniques for identification, such as the characterization of these yeasts regarding
their carbon assimilation profile. We also sought to know the chemical characteristics of the
pulp to enable the production of brandy, analyzing the main parameters that provide quality
during fermentation: water content, total reducing sugars, hydrolysis yield, total volatiles,
centesimal composition of fibers and content of alcohol. They were characterized in terms of
acidity expressed in grams of citric acid, total soluble solids (TSS) expressed in °Brix, total
reducing sugars, pH, chemical composition expressed as dry matter, volatile composition and
fermentable sugar composition; the last two were analyzed by Gas Chromatography coupled
with GC/MS Mass Spectrometry. They were characterized in terms of acidity expressed in
grams of citric acid, total soluble solids (TSS) expressed in °Brix, total reducing sugars, pH,
chemical composition expressed as dry matter, volatile composition and fermentable sugar
composition; the last two were analyzed by Gas Chromatography coupled with GC/MS Mass
Spectrometry. The quantification of the brandy will be carried out by a method adapted by
infrared. The extraction of aromas, both from the pulp of the fruit and the product will be
performed by SDE (EDS-Extraction by simultaneous distillation). From the selection of
yeasts, a high identity was possible with representatives of Saccharomyces cerevisiae,
Candida haemulonii, Hanseniaspora opuntiae and Meyerozyma guilliermondii. This variety
presented results included in the established by the Technical Regulation for Establishing
Identity and Quality Standards for Mango Pulp. In the analysis of volatile composition, a-
terpinolene was obtained, and in the sugar analysis, sucrose was obtained as the major
substances.

Key-words: Yeasts; Alcoholic Fermentation; Mangifera indica L.; Spirits.
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1. INTRODUCAO GERAL

A obtencdo de &lcool de fontes renovaveis tem sido alvo na obtencdo de bebidas
alcoolicas e produtos derivados, em funcdo da preservacdo ambiental e envolvimento da
agricultura familiar, assim como aumento da qualidade dos produtos e melhoria do valor de
mercado, constituindo assim um importante setor da industria alcooleira. Este nicho de
mercado se apresenta como uma alternativa quando a fonte de matéria prima passa a ser
residuo ou produtos agroinddstrias que ndo apresentam potencial de mercado, mas que podem
ser transformados para a geracdo de produtos nobres. Neste seguimento, a inovagdo
envolvendo tecnologia de transformacdo e o envolvimento de perspectivas de geracdo de
processo, produto e a minimizagdo do impacto ambiental, associado a geracdo de renda se
apresenta como alvo deste trabalho. Dentro deste aspecto, a investigacdo de técnicas de
fermentacdes aplicadas a uma matéria prima de facil acesso e que possibilite um processo
economicamente viavel é o foco deste trabalho, e por isso, busca-se usar mangas de variedade
Bacuri (Mangifera indica L.), em funcéo de possuir grande abundancia na regido Amazonica
e baixo valor de mercado, assim como sua demanda sazonal podera ser aproveitada para a
geracdo de um produto nobre, constituindo assim uma fonte de matéria-prima para
biotransformacgdes de seus agucares em alcool, usando-se leveduras naturalmente ocorrentes
como sistema adaptados especificamente para producdo de aguardente. Em geral, manga desta
espécie apresenta polpa rica em acucares fermentescivel e um potencial aromatico que
permitira realizar um processo para geracdo de aguardente possuindo aroma que podera se
apresentar como um produto inovador de potencial tecnolégico e econdmico. Através dos
objetivos seré possivel verificar se a utilizagdo de polpa de manga Bacuri (Mangifera indica
L.) com correcdo da concentracdo de sélidos sollveis que representam o0s aclcares
fermentesciveis e a utilizacdo de micro-organismos naturalmente ocorrente no processo de
fermentagdo alcodlico podera apresentar potencial para producdo de aguardente com aroma
caracteristico e produtividades aceitaveis para um processo tecnolégico.

Este projeto sera realizado na Universidade Federal do Para, no Instituto de Ciéncias
Exata e Naturais, nos Laboratorios de Investigacdo Sistematica em Biotecnologia e
Biodiversidade Molecular. O trabalho esta dividido em capitulos: O primeiro capitulo é feito
uma breve e sucinta abordagem da importancia econémica e cultura da manga, bem como
suas perspectivas de aplicacfes biotecnologicas. O segundo capitulo trata da caracterizacdo

guimica do material botanico utilizado, onde sdo estudadas fibras, compostos volateis como
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0s aromas e constituicdo de acucares fermentesciveis, utilizando técnicas de cromatografia
gasosa acoplada ao espectro de massas, assim com uma visao da produgéo e comercializagéo
de algumas variedades no mercado nacional e internacional. O terceiro capitulo é apresentado
os resultados do isolamento de leveduras e sua identificacdo. Descreve-se 0 processo de
isolamento a partir da fermentacdo espontdanea da polpa de Mangifera indica L.,
caracterizagdo macroscopica das leveduras isoladas e a identificagdo molecular através do
sequenciamento da regido ITS das leveduras fermentativas. O quarto capitulo apresenta o
ensaio de fermentacdo da manga para producao de alcool, em escala de laboratdrio, utilizando
para destilacdo coluna de vidro, para o desenvolvimento de um método analitico de

quantificacdo de alcool por infravermelho.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo Geral
Realizar estudo na polpa de manga (Mangifera Indica L), variedade Bacuri visando seu
potencial com matéria-prima para producdo de aguardente aromatizada, utilizando leveduras

naturalmente ocorrentes e/ou leveduras comerciais.

1.1.2. Objetivos Especificos

e Isolar, selecionar e preservar as leveduras naturalmente ocorrentes na polpa de
manga;

e Identificar as leveduras que apresentam potencial de fermentacdo com técnicas de
analises morfoldgicas e micro-estruturais, e por técnicas da biologia molecular a
partir das regides do ITS;

e Investigar o potencial de acucares fermentescivel apds sacarificacdo dos
polissacarideos presentes na polpa de manga com leveduras comerciais;

e Investigar o potencial da polpa de manga quanto ao teor de acucares fermentescivel;

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bebidas alcodlicas e suas importancias na sociedade

A elaboracdo de bebidas alcodlicas € um dos mais antigos processos que acompanha
as civilizacGes, tendo, ao que tudo indica, sido iniciada com a producdo de vinhos e cervejas
h& milhares de anos (VENTURINI FILHO, 2010).
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As bebidas fermento-destiladas, como as aguardentes de fruta, ttm como principal
caracteristica o teor alcodlico bem superior ao de bebidas fermentadas, ndo destiladas. Além
do etanol, outras substancias estdo presentes e sdo 0s principais responsaveis pelo sabor
caracteristico destas bebidas, apesar de se encontrarem em concentracfes baixas. Em geral,
essas substancias volateis, que diferenciam e definem as caracteristicas organolépticas das
diversas bebidas fermento-destiladas; podendo também os taninos e outros fendlicos, os quais
ndo sdo volateis, conferirem aromas, sabores e cores determinantes da qualidade destes
produtos (JANZANTTI, 2004).

Segundo o Ministério da Agricultura, a aguardente de fruta é a bebida com graduacao
alcoolica de trinta e seis a cinquenta e quatro por cento em volume, a vinte graus Celsius,
obtida pela destilacdo de mosto fermentado de fruta. A destilagdo devera ser efetuada de
forma que o destilado tenha o aroma e o sabor dos elementos naturais volateis contidos no
mosto fermentado, derivados dos processos de fermentacdo ou formados durante a destilacéo;
e a bebida, em geral, devera ser elaborada com a matéria-prima que corresponda ao home do
produto. O coeficiente de congéneres ndo poderéa ser inferior a duzentos miligramas por cem
mililitros e nem superior a seiscentos e cinquenta miligramas por cem mililitros em alcool
anidro (BRASIL, 1997).

Aguardentes de fruta sdo bebidas destiladas compostas principalmente de agua e
etanol. Entretanto, poderd haver dezenas de outras substancias, 0s quais Sd0 responsaveis
pelas caracteristicas sensoriais da bebida. Os alcoois superiores e o0s ésteres sdo 0s dois
principais grupos de substancias responsaveis pelo aroma deste tipo de bebida
(GARCIALLOBODANIN et al., 2008).

As bebidas alcodlicas obtidas pela fermentagcdo, se comparado com um destilado
carregam bem menor graduacdo alcodlica “As bebidas fermentadas, como a cerveja e o
vinho, tém, no maximo, 18% de alcool, enquanto as destiladas podem atingir até 70%”
(ASSIS e MOREIRA, 2013).

No estudo de Almeida et al. (2006), para a producdo do fermentado de fruto do
mandacaru, a polpa in natura apresentou uma concentracdo de solidos soluveis totais de 11°
Brix. No entanto, foi necessario adicionar sacarose a0 mosto para que a bebida fermentada

obtida apresentasse uma graduacao alcoolica mais elevada.
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2.2. Fontes de matérias — primas para producdo de bebidas alcoolicas

Um dos principais aspectos de um processo biotecnoldgico é a fonte de matéria-prima
ao qual faz parte de um tripé tecnoldgico. Por esta importancia a fonte de matéria-prima deve
ser abundante, de facil acesso, de facil transporte, de facil armazenamento e de facil
comercializagdo. Entretanto nem sempre se consegue todas as caracteristicas por uma
determinada matéria-prima em um determinado processo.

Neste sentido observa-se que Kohatsu et al. (2009), encontraram em cascas de goiaba
madura aproximadamente 6% de sélidos sollveis, que poderiam ser reaproveitados na
fermentacdo alcodlica. Na laranja, foram encontrados teores de solidos soluveis totais
variando entre 10 a 15 % quando madura. Para 0 mamao, foram encontrados valores entre 9 e
12,5 % (FAGUNDES e YAMANISHI, 2001). Ja para variedades de banana, teores variando
de 18 a 25 % (SILVA et al., 2004).

Avaliando o potencial de producéo de etanol a partir do bagago de maca, Nogueira et
al. (2005) produziram um fermentado com 33,93 g L-1 de etanol sob temperatura ambiente
(19 - 25°C) e empregando fermento (S. cerevisiae) seco, reidratado por 20 minutos, como
indculo. Este valor representa um rendimento de 44,53 %, partindo de uma concentracdo de
76,2 g L-1 de acucares fermentaveis. O suco de magcd, por ser mais rico em acucares
fermentaveis, resultou em 54,44 g L -1 de etanol e um rendimento de 43,38% em etanol. Por
meio da fermentacdo alcodlica de frutas e seus residuos, pode-se obter, fermentados
alcoolicos (vinhos) e aguardentes. Sdo varios os estudos encontrados na literatura sobre a
preparacdo e caracterizacdo de fermentados de frutas, podendo ser citados o de caja (DIAS;
SCHWAN; LIMA, 2003), ata, ciriguela, mangaba (MUNIZ et al., 2002), caju (TORRES
NETO et al.,, 2006) e laranja (CORAZZA; RODRIGUES; NOZAKI, 2001). Também se
podem citar alguns exemplos de aguardentes, como aguardente de manga (ALVARENGA;
MAIA; OLIVEIRA, 2006), de mexerica (MUNHOZ et al., 2006), de abacaxi (SILVA
JUNIOR et al., 2006), de Péra (GARCIALLOBODANIN et. al., , 2008) e de banana (SILVA
et al., 2009; ALVARENGA, 2011). Lara (2007) avaliou a adi¢do de fontes de nitrogénio no
mosto com objetivo de reduzir a formacdo de alcoois superiores durante a fermentagdo de
banana. Alves et al. (2008) produziram aguardente de goiaba e Salviano et al. (2007)
produziram e avaliaram sensorialmente aguardente de jaca.

Silva et al. (2004), ao produzirem aguardente a partir da casca, da polpa e da banana
prata integral, concluiram que apenas aquelas obtidas da polpa e da banana integral

apresentaram boa qualidade fisico-quimica. Nogueira et al. (2005) estudaram a fermentacao
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do principal subproduto da agroindustria da maca, o bagaco, por representar cerca de 20 a 40
% da quantidade total de maca processada. O aproveitamento do bagaco de maga do cultivar
Fuji para a obtencao de extrato aquoso para a fermentacao alcodlica foi avaliado e verificou-
se que 0 mesmo constitui um étimo meio para a producao de fermentado alcoolico.

Alvarenga et al. (2013) produziram aguardente de banana e manga e verificaram que a
utilizacdo dessas frutas na producdo de aguardentes ¢ alternativa viavel diante do rendimento,
produtividade e eficiéncia da fermentacdo alcoolica. Porém, os autores recomendaram mais
estudos para um melhor ajuste quanto aos teores de metanol e cobre para as aguardentes de
manga e banana e de alcoois superiores para a aguardente de banana, uma vez que excederam
os limites da legislacéo.

Tambeém ja foi avaliada, a utilizacdo da casca e da borra, subprodutos da fabricacdo do
fermentado de jabuticaba, para fabricacdo de aguardente de jabuticaba. O produto apresentou
valores compativeis aos da aguardente de frutas no que se refere a sua composicéo fisico-
quimica, com excecdo do valor elevado de ésteres. Em um pais que é mundialmente
conhecido como produtor de aguardente de cana, o produto estudado é uma alternativa para
produtores rurais que cultivam a jabuticaba, evitando perdas pos-colheita consideraveis
durante a safra (ASQUIERI, 2009).

Cerqueira et. al (2008) determinaram a composicao centesimal do bagaco da laranja e
a quantidade de acucares fermentaveis a fim de reaproveita-lo para produzir etanol. O bagaco
de laranja apresentou um baixo nivel de carboidratos, o que explica a baixa producdo de

etanol, sugerindo que sejam realizados estudos posteriores sobre a hidrélise do bagaco.

2.3. Processos de fermentacg6es para a producéo de bebidas alcodlica

A fermentacdo define-se por ser um processo de reacdes quimicas controladas
enzimaticamente, onde acontece a degradacdo de moléculas orgéanicas em compostos mais
simples, de modo a liberar certa quantidade de energia (MENEGUZZO e RI1ZZON, 2006).

Fermentacdo alcodlica sob condigdes anaerdbicas, leveduras convertem agucares em
CO2 e etanol, de acordo com a Equacdo 1, recuperando menos da energia armazenada nas
moléculas de substrato: C6H1206 + levedura — 2 C2H50H + 2 CO2 + ATP (Energia) +
calor (2). A conversédo teorica de 180 g de agucar em 92 g de etanol (51,1 %) e 88 g de
diéxido de carbono (48,9 %) s poderia ser esperada na auséncia de qualquer crescimento da
levedura, de outros metabolitos e de perda de etanol por evaporacdo. Num modelo de

fermentacao, cerca de 95 % do acgucar é convertido em etanol e CO2, 1 % em material celular
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e 4 % em outros produtos, tais como o glicerol (PRETORIUS, 2000). O substrato utilizado na
fermentacgdo alcodlica é altamente variavel e pode ser constituidos por produtos com agucares,
tais como a cana de acgucar, beterraba, mel, melaco e frutas, ou materiais amilaceos, como
grdos de amido, raizes, tubérculos e outros. Os microrganismos responsaveis pela
fermentacdo alcodlica s&o leveduras, tais como Saccharomyces e Schizosaccharomyces,
Kluyveromyces, Brettanomyces, Kloe.

A habilidade de converter agucares em etanol é chamada de fermentacéo alcoolica e é
caracteristica de um pequeno grupo de micro-organismos, sendo, principalmente, das
leveduras Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus e a bactéria Zymomonas
mobilis (CARDOSO, 2001).

A fermentacdo € uma das principais etapas na obtencdo da aguardente de fruta.
Durante a fermentacdo o agucar e outros substratos presentes no mosto sdo transformados em
etanol, CO2 e uma infinidade de outros compostos pelas leveduras presentes. Estes compostos
sdo responsaveis pelo sabor das bebidas alcoodlicas.

O processo fermentativo se inicia assim que a levedura entra em contato com 0 mosto
e € dividido em 03 fases: a fase preliminar (pré-fermentacdo), caracterizada pela adaptacéo
das leveduras e pela multiplicacdo celular; a fase da fermentacéo principal e tumultuosa com
desprendimento abundante de gas e producgdo de etanol e fase de fermentacdo complementar
ou pos-fermentacdo, onde se observa a reducdo brusca da atividade fermentativa (CLETON e
MUTTON, 2004).

As leveduras utilizadas na fermentacdo alcodlica para producdo de bebidas devem
apresentar caracteristicas como alta tolerancia ao etanol e bom rendimento, fermentar
rapidamente o meio diminuindo assim o risco de contaminagdes; produzir melhor
concentracdo e balanco de compostos secundarios desejaveis para a qualidade da bebida;
apresentar estabilidade genética e no final da fermentacdo ser removida com facilidade do
meio por floculacdo ou centrifugacdo (OLIVEIRA, 2001). Para Aquarone et al. (2001), a
utilizacdo de S. cerevisiae como agente de fermentacdo baseia-se na seguridade do micro-
organismo, considerado GRAS (Generaly Reconised as Safe) e na técnica de fermentacéo
amplamente conhecida e utilizada.

Existem diversos métodos de se conduzir uma fermentacdo: a forma descontinua,
descontinua alimentada (ou batelada alimentada) ou continua. (SHIMIDELL e FACCIOTTI,
2001)
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O processo descontinuo ou batelada simples é o mais seguro quando se tem problemas
de manutencéo e de assepsia, pois ao final de cada batelada o reator deve ser esterilizado
juntamente com o0 novo meio de cultura, recebendo um novo inoculo que devera ser
submetido a todos 0s controles necessarios para assegurar a presenca unica do microrganismo
desejado para o processo (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001). Além de menores riscos de
contaminacgéo, este processo apresenta grande flexibilidade de operagéo, devido ao fato de
poder utilizar os fermentadores para a fabricacdo de diferentes produtos e melhor condicdo de
controle com relacdo a estabilidade genética do microrganismo. A fermentacdo descontinua
pode levar a baixos rendimentos e produtividades, quando o substrato adicionado de uma sé
vez no inicio da fermentagdo exerce efeitos de inibicdo, repressao ou desvia 0 metabolismo
celular a produtos que nao interessam (CARVALHO e SATO, 2001a). O processo em
batelada € muito utilizado como base para as comparaces de eficiéncias atingidas com
relagdo aos outros processos, mas a sua baixa eficiéncia estimula o surgimento de formas
alternativas (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

Os processos em batelada alimentada, também conhecidos como Melle-Boinot, tém se
mostrado eficientes e versateis na grande maioria dos processos fermentativos, inclusive nos
de fermentacédo alcodlica. Além de menores riscos de contaminacdo, este processo apresenta
grande flexibilidade de operacdo, por permitir a utilizacdo dos fermentadores para a
fabricacdo de diferentes produtos, pela possibilidade de realizar fases sucessivas no mesmo
recipiente, pelo controle mais estreito da estabilidade genética do microrganismo e pela
capacidade de identificar todos os materiais relacionados quando se estd desenvolvendo um
determinado lote de produto (CARVALHO e SATO, 200l1a). Em tais processos,
especialmente naqueles com altas densidades celulares, a produtividade é alta devido ao
grande nimero de células viaveis no meio em fermentacdo. A batelada alimentada permite o
controle da concentracdo de acUcar, minimizando os efeitos de inibicdo pelo substrato e
permitindo a adicdo do mesmo nos momentos mais propicios durante a fermentagdo
(MCNEIL e HARVEY, 1990). A vazdo de alimentacdo pode ser constante ou variar com 0
tempo, e a adigdo de mosto pode ser de forma continua ou intermitente. Devido a
flexibilidade de utilizacdo de diferentes vazdes de enchimento dos reatores com meio
nutriente, € possivel controlar a concentracdo de substrato no fermentador, de modo que o
metabolismo microbiano seja deslocado para uma determinada via metabdlica, levando ao
acumulo de um produto especifico (CARVALHO e SATO, 2001b). E possivel trabalhar com

altas concentracGes de substrato, o que leva ao acréscimo da produtividade do etanol e a
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diminuicdo da quantidade de vinhaca produzida e do volume necessario de reatores (IMPE
VAN et al., 1994; QUEINNEC e DAHHOU, 1994).

O processo continuo caracteriza-se por possuir uma alimentacdo continua do meio de
cultura a uma determinada vazdo, sendo o volume de reagdo mantido constante pela retirada
continua de caldo fermentado (FACCIOTTI, 2001). Vérias industrias utilizam processos
continuos na producao de etanol, que bem operados levam a uma maior produtividade, porém
com custos iniciais e de operagdo muito maiores, exigindo sistemas de controle mais
sofisticados. Além disso, a fermentagdo continua &€ um processo que requer maior
conhecimento do comportamento do microrganismo em relacdo ao meio ambiente onde ele
atua. Fatores como pH, temperatura, concentracbes de sacarose, etanol e biomassa e
viabilidade celular, dentre outros, influenciam na produtividade do sistema, exigindo maior
controle sobre o processo (ATALA et al., 2000). Nos processos de fermentacdo continuos tém
sido verificadas mutacGes nas células das leveduras, ndo s6 de comportamento fermentativo,

como também relacionado as suas caracteristicas genéticas (FINGUERUT, 2006).

2.4. Leveduras para uso em fermentacéo alcoodlica

As leveduras tém distribuicdo mundial e metabolismo diversificado, especialidade
fisiologica que proporciona a utilizagdo de uma variedade de nutrientes em distintas
condigdes ambientais (TORNAI-LEHOCZKI et al., 2003). As leveduras sdo muito versateis e
muitas delas sdo peculiarmente apropriadas para propdésitos industriais. Identificar leveduras
de forma rapida e confiavel pode ser importante na industria, para estabelecer precisamente as
causas de contaminacdo indesejada, e na medicina, para o diagnostico de certas doengas. Uma
identificacdo rapida em certos contextos também pode ser crucial, como por exemplo, quando
uma determinada levedura estd sendo utilizada industrialmente ou em experimentos de
laboratério (BARNETT; PAYNE; YARROW, 1990). Devido ao grande potencial
microbiologico da Regido Amazbnica e a crescente aplicabilidade de enzimas na area
biotecnologica, torna-se viavel selecionar e identificar microrganismos produtores do
complexo amilolitico.

A fermentagdo alcoodlica ocorre no interior de microrganismos capazes de converter
acucares assimilaveis (substrato oxidado) em etanol (substrato reduzido), através de uma série
de reacOes bioquimicas, reguladas enzimaticamente. A oxidacéo parcial do substrato, gerando
um composto organico reduzido, garante um minimo de produgdo de energia para

manutencdo celular e o equilibrio oxidativo. (CINELLI, 2012)
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Historicamente, 0s microrganismos mais comumente utilizados na fermentacéo
alcodlica tém sido as leveduras do género Saccharomyces e, dentre essas, Saccharomyces
cerevisiae a principal espécie. Leveduras do género Saccharomyces também sdo consideradas
como GRAS (generally recognized as safe), podendo ser usadas como aditivo em alimentos
para consumo humano e, portanto, ideal para a producdo de bebidas alcodlicas e fermento de
pdo. No entanto, outras leveduras possuem a capacidade de produzir etanol, bem como
algumas especies de bactérias, como, por exemplo, Zymomonas mobilis (CINELLI, 2012)

Entre os acucares fermentesciveis pelas leveduras estdo os monossacarideos glicose,
frutose, manose e galactose, bem como os dissacarideos maltose e sacarose e 0s trissacarideos
rafinose e maltotriose (dependendo da cepa). Polissacarideos como amido e celulose ndo sao
metabolizados por leveduras (RUSSELL, 2003).

A principal via metabolica envolvida na producdo do etanol em leveduras € a via
glicolitica (Embden-Meyerhof): uma sequéncia de reacfes catalisadas por enzimas, em que
para cada molécula de glicose metabolizada, duas moléculas de piruvato sdo produzidas no
citoplasma da célula (Figura 4) (BAI et al., 2008).

Figura 1. Via metabdlica da fermentacdo de etanol em S. cerevisiae. AbreviacBes: HK: enzima
hexoquinase, PGI: fosfoglucoisomerase, PFK: fosfofrutoquinase, FBPA: frutose bifosfato aldolase,
TPI: triose fosfato isomerase, GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, PGK: fosfoglicerato
quinase, PGM: fosfoglicomutase, ENO: enolase, Pyk: piruvato quinase, PDC: piruvato descarboxilase,
e ADH: alcool desidrogenase.
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Fonte: BAI et al. (2008).

As leveduras séo consideradas anaerobios facultativos, ou seja, sdo capazes de crescer
na presenca ou na sua auséncia de oxigénio. Quando o oxigénio é suficiente e a concentracdo
de substrato é baixa, pouco ou nenhum etanol é produzido e a levedura segue a fosforilacdo
oxidativa (respiracdo aerdbia), com o oxigénio como aceptor final de elétrons. Os acucares
sdo utilizados para producdo de energia e crescimento celular. Entretanto, quando ha a
auséncia de oxigénio (anaerobiose) ou alta concentracdo de glicose, o etanol € o principal

produto.

2.5. Frutas e seus potenciais na geracao de bebidas alcodlicas

Bebidas fermentadas de frutas constituem produtos promissores devida tendéncia de
aceitacdo em pesquisas de consumo, além de contribuirem para a reducdo de perdas pds-
colheita de frutos pereciveis (SANDHU e JOSHI, 1995).
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Entre as bebidas fermentadas produzidas a partir da polpa de frutas, o vinho de uva é a
produzida em maior quantidade. No entanto, atualmente, diversas frutas vém sendo utilizadas.
Banana (AKUBOR et al., 2003), caja (DIAS; SCHWAN; LIMA, 2003), jabuticaba
(CHIARELLI; NOGUEIRA; VENTURINI FILHO, 2005; DUARTE et al., 2010a), cacau
(DIAS et al., 2007; DUARTE et al., 2010a), laranja (CORAZZA; RODRIGUES; NOZAKI,
2001), abacaxi (MUNIZ et al., 2002), gabiroba (DUARTE et al., 2009), cagaita (OLIVEIRA
et al., 2011), papaia (LEE et al., 2010a,2010b), kiwi (SOUFLEROS et al., 2001) tém sido
utilizadas com sucesso, resultando na producéo de bebidas com boa aceitacéo sensorial.

Muitos paises, principalmente os europeus, produzem vinhos de frutas pelos mesmos
processos de fabricacdo, sendo a macé, a pera, a groselha, a framboesa e a cereja as mais
utilizadas. Nos paises tropicais frutas como laranja, goiaba, abrico, abacaxi, manga
(SANDHU e JOSHI, 1995) e caju (CASIMIRO et al., 1989; ABREU, 1997) fornecem vinhos
bastante apreciados e saborosos. A ata ou pinha, embora comercializada em varios estados
brasileiros, apresenta uso muito restrito na agroindustria. E bastante aromaética, de sabor
agradavel, acucarada e com baixa acidez, apresenta 48,13% de rendimento de polpa e teores
médios de solidos soluveis totais de 27,00 °Brix, 15,96% de agucares redutores e pH em torno
de 5,23 (ALVES et al., 1999; MOURA et al., 2000a).

A cirigUela, por sua atrativa coloracdo e excelente sabor, vem sendo comercializada na
forma “in natura” em diversas regides do Brasil. A fruta madura apresenta 6,70% de aglcares
redutores, 1% de amido, 70,22% de rendimento médio de polpa, 21,25 °Brix, 0,62% de acidez
titulavel (&cido citrico), com indice de maturacdo (SST/ATT) de 34,32 e pH 3,44
(FILGUEIRAS et al.,1999; FILGUEIRAS et al., 2000).

A mangaba, muito apreciada na regido Nordeste, apresenta 6timo aroma e sabor. E
utilizada na producdo de doces, xaropes, compotas, vinhos, vinagres, sucos e sorvetes.
Apresenta 1,77% de acidez titulavel, 16,72 °Brix, 12,98% de acuUcares totais, pH 2,9 e
rendimento de polpa de 87% (MOURA et al., 2000b, MOURA et al., 2001).

A utilizacdo de frutas na producdo de bebidas surge como uma alternativa para o
emprego do excesso de produgdo, no caso de frutas comercialmente cultivadas, como uma
nova forma de exploracdo de frutas nativas ndo comercialmente cultivadas, podendo gerar
recursos econdmicos, principalmente nas regides de ocorréncia das frutas. (DUARTE et al.,
2009).
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2.6. Maga como fonte de matéria-prima para geracdo de aguardente

A mangueira (Mangifera indica L.) é uma frutifera originaria da India pertencente a
familia botanica Anacardiaceae que foi introduzida no Brasil pelos portugueses no século
XVI. A mangicultura se estabeleceu de forma expressiva na regido Nordeste e Sudeste do pais
devido as condigdes climéticas dessas regides. Essa frutifera pode ser propagada por sementes
ou enxertia e apresenta longo periodo juvenil com distingdo entre variedades. A primeira
frutificacdo da-se trés anos ap6s o plantio. A época de colheita obedece ao estado de
maturacdo e a finalidade dos frutos, como por exemplo, para a exportacdo, os frutos devem
ser colhidos antes de completarem a maturagdo (CARVALHO, et al., 2004)

Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos sobre aguardentes de frutas. A producéo
de aguardente de manga foi estudada por Siméo (2005) e por Alvarenga (2006). Em ambos 0s
trabalhos alguns compostos como os alcoois superiores apareceram em excesso no destilado
obtido. Além dos alcoois superiores, Alvarenga (2006) também encontrou elevado teor de
cobre na bebida obtida.

O Brasil é um dos paises com grande producdo mundial de frutas. Entretanto, hd um
grande desperdicio pds-colheita para algumas culturas, o que, notadamente, gera uma grande
quantidade de residuos agroindustriais. Neste mesmo sentido, existem frutas que apresentam
baixo potencial de mercado, mas que apresentam producdo elevada. Deste modo, existe a
necessidade de se desenvolver novos processos que permitam a reducdo das perdas
favorecendo a geracdo de novos produtos com potencial econdmico aceitavel. Uma das
alternativas para que isso ocorra € a producao de bebida alcodlica a partir de frutas nativas ou
ocorrentes de baixo potencial de mercado ou dos residuos agroindustriais.

As regides Norte e Nordeste do Brasil apresentam grande diversidade de frutos
tropicais, com boas perspectivas para exploragdo econémica que, até 0 momento sdo pouco
utilizadas. A manga (Mangifera indica L.) é amplamente comercializada, regionalmente, na
forma de polpa, mas carece de informagdes técnicas cientificas que viabilizem seu
aproveitamento agroindustrial. (MUNIZ et al., 2002). Entretanto, algumas especies
apresentam pouco potencial tecnologico e de comercializagdo e, portanto, ndo apresentam
valor de mercado aceitavel para sua comercializagdo. Por este motivo, este tipo de fonte de
matéria-prima apresenta as caracteristicas adequadas para fazer parte do processo de producéo
de aguardente, descritas neste projeto.

Vérias frutas podem ser utilizadas para a formulacdo de mostos que podem

posteriormente ser submetidos & fermentacédo alcodlica por acdo de leveduras. Entretanto, ndo
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ha tecnologia totalmente voltada para a elaboracdo destas bebidas no que diz respeito a
levedura ser utilizada, a temperatura adequada de fermentagéo, o tipo de tratamento que o
mosto da fruta, ou a prépria fruta, deve ser submetido nas fases de fermentacdo (DIAS et al.,
2003).

Com base no que esta descrito acima, se estudara a manga comum como fonte de
matéria-prima para verificar a viabilidade de geracdo de um processo de fermentacéo, visando

a producao de aguardente.

2.7. Perspectivas biotecnoldgicas e econdmicas de aguardente de manga

Apesar da tradicdo e importancia econdémica desta bebida, a cadeia produtiva da
aguardente no pais ndo € tecnologicamente homogénea, havendo uma busca no
desenvolvimento de tecnologias para aperfeicoar e controlar a qualidade e a padronizacdo da
bebida. O aprimoramento da qualidade e da padronizacdo da aguardente e da cachaca é
essencial para que a bebida atenda aos padrdes internacionais e seja aceita pelo mercado
externo, proporcionando condicBes de abertura e manutencdo do mercado de exportacgéo.
Além disso, proporcionaria aceitacdo no mercado interno pelas classes de maior poder
aquisitivo, as quais exigem bebida de boa qualidade (MIRANDA et al., 2007)

A busca por novas descobertas e 0 aprimoramento de novos processos para a geragao
de novos produtos tem sido realizada de forma que possam garantir uma melhor qualidade das
aguardentes com um menor custo, principalmente no que se refere ao aproveitamento de
matérias-primas ndo convencionais e abundantes com potencial de uso e com caracteristicas
fermentesciveis, visando aproveitar o potencial de cada regido. A manga, a uva e 0 maracuja,
sdo exemplos que fazem parte do grupo de frutas nas quais as principais caracteristicas
incluem a coloracdo intensa, sabor agradavel e aroma intenso, constituido principalmente por
ésteres, aldeidos, alcoois e cetonas (NARAIN et al., 2004). Séo frutas bastante conhecidas nos
paises da America do sul, onde hd uma producdo significativa. Por isso, um dos objetivos
deste estudo foi aproveitar os atrativos desses frutos e elaborar bebidas fermento-destiladas

que consigam manter as suas caracteristicas de aroma, através.
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1. Aspectos Botanicos

Mangifera indica L., frutifera de origem asiatica e amplamente cultivada nas regides
tropicais pertencente a familia Anacardiaceae que abriga cerca de vinte e quatro géneros, em
geral, formada de arvores ou arbustos (SINGH, 1960). Essa espécie pode ser propagada por
sementes ou enxertia e apresenta longo periodo juvenil com distingdo entre variedades. A
primeira frutificacdo da-se trés anos apos o plantio. A época de colheita obedece ao estado de
maturacdo e a finalidade dos frutos, como por exemplo, para a exportacdo, os frutos devem
ser colhidos antes de completarem a maturacdo (CARVALHO et al., 2004).

A mangueira € uma arvore frondosa e perenifélia, que pode atingir até 30 m de altura.
Possui copa globosa e grande (Figura 1 A), larga e abobadada nas arvores ndo podadas;
tronco baixo, ramificado desde os dois ou trés metros de altura. Folhas simples aromaticas,
coriéceas, lanceoladas, com tamanhos que variam de 8 a 40 cm de comprimento, quando

jovens, roseo-vermelhadas, depois gradativamente passando ao verde.

Figura 1: A - Arvore de M. indica B — Flores, C - Frutos da Manga.

Fonte: Ae B: AUTOR, 2017; C: COIMBRA, 2017.
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Inflorescéncia em paniculas terminais multirramosas. Flores pequenas (Figura 1 B),
poligamas (hermafroditas e unissexuadas na mesma planta), célice de 4 a 5 sépalas, 5 pétalas,
imbricada, brancacentas, com minusculas estrias purpureas e com um disco anular, carnoso, 5
lobado; flores de ambos os tipos com apenas um estame desenvolvido e fértil e, as vezes, 3 ou
4 minuasculos estaminodios; ovario globoso com um estilete subterminal ou lateral. De acordo
com Silva Junior; Costa e Lima (2010), a inflorescéncia é em panicula com flores que variam
de cor branca a amarelas. E uma espécie que apresenta floracdo de novembro a junho e
frutificacdo de janeiro a julho. A polinizacdo pode ser realizada por abelhas, formigas, moscas
e pequenos insetos. A dispersao pode ser realizada por gravidade e animais.

O fruto (Figura 1 C) é uma drupa carnosa, subglobosa, sub-reniforme ou
subcordiforme, de tamanho, cor e peso varidveis de menos de 100 g a mais de 1 kg
(LORENZI et al. 2006); polpa amarelo — alaranjado macia ou fibrosa; endocarpo (caro¢o)
comprimido lateralmente, lenhoso-fibroso, sulcado longitudinalmente; semente formada por

dois volumosos cotilédones plano convexos.

2. Aspectos Historicos, Origem e Disseminacgao

A mangueira (Mangifera indica L.) é uma planta que foi domesticada ha milhares de
anos, e caracteriza-se por produzir frutos de 6tima qualidade, sendo considerada uma das mais
importantes espécies frutiferas de clima tropical. Ndo obstante tenha se originado em locais de
clima quente, ela se adapta bem as condicdes de clima subtropical. Principalmente devido a
sua boa plasticidade fenotipica, a qual confere ampla facilidade de adaptacdo aos diferentes
ambientes, a manga se dispersou por todos 0s continentes, sendo cultivada atualmente em
todos os paises de clima tropical e subtropical. (FERREIRA et al. 2002)

E uma espécie frutifera originaria da India, e que apresenta duas variedades
geograficas: uma da india e outra das Filipinas e Sudoeste da Asia (SILVA, 2000). Da Asia, a
manga se dispersou por varios paises, apesar de haver uma grande limitacdo com relacéo a
longevidade das sementes (altamente recalcitrantes), aliada ao tempo de duracgdo das viagens,
na época em que ocorreu a dispersdo da espécie. Mukherjee (1985) relata que a distribuicdo
da mangueira se concentra entre os tropicos de Cancer e Capricérnio, nas latitudes de 20°
Norte a 20° Sul, atingindo atualmente quase 100 paises.

A mangueira foi introduzida no Brasil, pelos portugueses, no século XVI, mais

especificamente na Bahia (GOMES, 1972), caracterizando-o como o primeiro pais da
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América a cultivar a mangueira; logo em seguida foi introduzida no México pelos espanhdis.
As primeiras introdugdes no Brasil, no entanto, referiam-se as variedades da raca filipinica,
que geralmente produzem frutos com polpa fibrosa e de baixa qualidade e com semente
poliembridnica, com pequena variacao genética. Isso fez com que a cultura da manga ficasse
limitada a pequenos pomares, sem muita expressdo, e especificamente para atender ao
mercado interno de maneira bem regionalizada, por quase trés séculos. Na metade do século
XX, no entanto, foram realizadas introducdes de variedades melhoradas da raca indiana,
procedentes da Florida/USA, portadoras de melhor qualidade, com sementes
monoembridnicas, que induzem grande variabilidade quando plantadas de pé franco. Este fato
modificou sensivelmente a indUstria mangicola nacional, dando uma nova perspectiva a
cultura, pois essas variedades americanas, que produzem frutos com pouca fibra, bem
coloridos e mais resistentes a antracnose, sdo mais comercializaveis, permitindo inicialmente
ampliar o excelente mercado interno, e mais recentemente permitindo conquistar o0 mercado
externo, notadamente dos Estados Unidos e Japdo (FERREIRA et al. 2002). A cultivar Haden
foi introduzida no Brasil em 1931, mas s6 a partir da década de 60 foi plantada
comercialmente, e apresenta uma série de limitacGes, principalmente com relacdo a sua
suscetibilidade a seca da mangueira e a alternancia de producdo. Em 1970 foi introduzida a
variedade Tommy Atkins, junto com muitas outras variedades, que foram testadas e algumas
recomendadas para as condicdes brasileiras. Com 0 aumento da demanda interna e o interesse
crescente pelas exportacfes a partir de 1980, a Tommy Atkins se mostrou bastante adequada,
principalmente devido a sua maior tolerancia a antracnose, e por estes aspectos, juntamente,
com a variedade Keitt, estas tém sido as variedades mais plantadas no pais (DONADIO,
1996).

3. Aspectos Ornamentais

Ao longo da historia, o melhor exemplo de cidade tropical que investiu na arborizacéo
urbana foi a capital paraense, Belém, pois foi uma das primeiras cidades brasileiras a
arborizar os logradouros publicos e protagonizar um periodo de farta arborizacdo nas ruas da
cidade, chegando a receber o titulo de “cidade das mangueiras” (PORTO et al., 2013).
Segundo o mesmo autor, as arvores presentes nas vias publicas de Belém séo de fundamental
importancia, pois garante o0 sombreamento, manutencéo do ciclo da &gua, sustentacéo do solo

e melhoria do conforto urbano. Além disso, servem como elemento de contemplagéo, além de
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serem fornecedoras de flores e frutos atrativos, e servirem de referéncia social, possibilitando
a convivéncia do homem com a natureza no espago construido.

A mangueira foi a espécie que mais se destacou por diversas singularidades de
adaptacdo ao ecossistema da regido: ser uma arvore classica dos antepassados, ter rapido
crescimento, folhagem densa e beneficiar com uma ampla sombra (ANDRADE, 2003).
Segundo o mesmo autor, esta espécie escolhida atendeu perfeitamente a problematica
ambiental da cidade da época de seu plantio, ao criar um microclima agradavel, paisagem
contemplativa e verdejante, bem-estar significativo e formacao de tdneis verdes nas ruas e
avenidas da cidade de Belém (Figura 2 A).

De acordo com Nascimento et al. (2010), a cidade das mangueiras acabou se
transformando em destaque nacional devido os tuneis formados pelas mangueiras (Figura 2B)
gue podem ser encontradas nos bairros mais centrais da cidade. Além disso, a paisagem tem
uma forte influéncia da caracteristica local, com comunicacdo com o rio Guajara, oferecendo
um destaque paisagistico.

A mangueira foi amplamente disseminada na cidade de Belém no final do Século X1X
e principio do Século XX, razdo pela qual se tornou conhecida como "cidade das mangueiras™
e a cultura local apelidaram o seu estadio de futebol de "Mangueirdo". Hoje se discute muito
sobre a conveniéncia do seu plantio, uma vez que estd na maioria das ruas ornadas com
mangueiras. O Asfalto e o calgamento de cimento causam problemas no sistema radicular das
arvores, e aliados a poda inadequada (Figura 2 C), faz com que estas reduzam o potencial de
produtividade. Outro ponto € a retirada precoce dos frutos por vendedores ambulantes, donos
de veiculos que ndo possuem garagens e taxistas que pagam para que tirem as mangas ainda
em amadurecimento para que reduza os riscos de prejuizos financeiros em seus veiculos
“evitando amassados e vidros quebrados” causados pelos frutos (O LIBERAL, 2017).

A populacdo, entretanto, ndo aceita que nas areas onde um exemplar tem que ser
substituido ndo seja muda de mangueira o vegetal substituto, e também na cidade do Rio de
Janeiro pode-se observar a presenca historica desta arvore, pois ela deu o nome a uma das
suas maiores favelas/bairros, e depois a uma das grandes escolas de samba do Brasil, a
"Estacdo Primeira da Mangueira™.

O quadro 1, descreve as variedades mais conhecidas encontradas nas Feiras de Belém
— PA, no fim da estacdo seca e inicio da chuvosa, incluindo algumas, raras e de nomes

contraditorios.
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VARIEDADES CARACTERISTICAS
Comum Predomina na arborizacdo da cidade e fornece a maioria dos
frutos, ndo qualificados, encontrados nas férias.

Bacuri Manga de casca amarela, polpa abundante e macia, pouco fibrosa,
bem cotada no comércio; o fruto pesa, em media 300g e a
semente 30 a 50g.

Rosa Fruto grande, subcordiforme, casca em parte amarelada, em parte
rosea forte, muito vistosa, polpa macia de sabor e cheiro
caracteristicos. Os frutos, em grande parte procedente no Marajo,
pesam entre 450 a 5509 e caroco entre 35 a 50g

Chana, Fruto pequeno, alongado e sinuoso com uma depressdo em forma

Caiana, Moca

e Falsa Cameta

de sulco na regido ventral superior, casca amarelada esverdeada,
polpa escassa e fibrosa, porém de sabor agradavel. Frutos variam

entre 100 a 150g e caroco ente 25 a 30g.

Espada

Fruto de casca amarela e verde esmaecido, polpa com aroma

agradavel. Frutos variam entre 300 a 500g, caroco entre 30 a 509

Cameta -
(Verdadeira)

Casca esverdeada, polpa escassa, porém saborosa. As vezes
confunde — se com a’"Chana”” mas distingue-se pela forma menos

alongado e a depressao ventral ausente ou pouco pronunciada.

De cheiro

Ocasionalmente encontrada na arborizacdo da cidade. Frutos
Menores que os demais, de sabor mediocre. A casca torna-se, as
vezes, de coloracdo rosea escura no lado exposto ao sol. Frutos

variam de 90 a 150g e o carogo de 15 a 20g.

Dessa forma, a mangueira conquistou seu espaco no cenario urbano de Belém, sendo
legalmente instituida como patriménio histdrico, conforme a lei n°® 8909, de 29 de margo de

2012, que dispBe sobre o plano municipal de arborizacdo urbana de Belém. (SILVA et. al.,

2015).

Figura 2: A - Contribuicdo das mangueiras para regulacdo do microclima, melhoria da qualidade do ar,
fornecimento de sombra e bem-estar fisico. B - Tuneis de mangueira (Mangifera indica L.) no centro
da cidade de Belém — PA. C - Poda inadequada de mangueiras no centro da cidade de Belém — PA. D -

Comercializacdo dos Frutos da Manga por ambulante.
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Fonte: O AUTOR, 2017

A mangueira (Mangifera indica L.) é importante atrativo para fauna por causa do seu
fruto. Contudo, ressalta a problematica do sistema radicular ndo responder bem ao solo
urbano compactado, e as construcdes, que por vezes sdo levantadas pelas raizes. (LIMA
NETO; MELO e SOUZA, 2011).

4. Aspectos Alimenticio, Econdmicos e Ambientais

O Brasil, por possuir uma riquissima diversidade biolégica, pode se constituir em uma
fabrica natural de alimentos e/ou medicamentos de facil acesso, que podem servir aos usos
mais comuns do cotidiano urbano e rural a partir dos quintais. Os quintais caseiros sdo
reservatorios de agrobiodiversidade em comunidades de todo o Mundo, sendo um elemento
proeminente na paisagem rural e/ou urbana podendo ser encontrado na maioria dos lares de
diferentes comunidades (OAKLEY, 2004). Os quintais caseiros na Amazénia sdo de grande
importancia e quase sempre expressam um ‘“continuo rural-urbano” (WINKLERPRINS,
2002). Estes podem ser de diferentes utilidades e de enorme riqueza em se tratando de
recursos naturais. Um dos objetivos de um pomar domestico € o de fornecer frutas de
qualidade nutritiva, e livres de produtos quimicos para o consumo familiar durante todo o ano,
melhorando a qualidade da alimentacéo e diminuindo as causas de doencas por desequilibrios

alimentares e contribuindo para a renda familiar. Foi observado que, em Boa Vista - Roraima,
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nos bairros de renda baixa os maiores IVP (indice de valor de preferéncia) pertenceram a
Mangifera indica L. (ROCHA e BARBOSA, 2008).

O fruto da mangueira se destaca no meio urbano da cidade de Belém, capital paraense,
pois, uma parte da populacdo paraense faz da manga uma fonte temporaria de renda nas
épocas de safra, que geralmente se prolonga entre os meses de dezembro e margo, coincidindo
com o periodo chuvoso (LOUREIRO e BARBOSA, 2010).

N&o sé na capital, mas também em todo o interior do estado cultiva-se a mangueira,
ndo somente para sombreamento, mas também pelos frutos, importante parcela na
alimentacdo das classes populares com pratos variados na culinaria. Segundo moradores mais
antigos da regido ¢ habito o consumo da manga de forma “in natura” ou em mistura com
farinha (alimento indispensavel a mesa dos nativos daquela regido).

A seguir exemplos de pratos na culinaria utilizando como matéria-prima a manga:
Creme de manga, Mousse de manga, Compota de manga, Licor de manga, logurte de manga,
Sorvete de manga, Picolé de manga, Bolo de manga, Pudim de manga, Salada de manga.

O maior aproveitamento do fruto tem sido na forma "in natura” com sua
comercializacdo por ambulantes (Figura 2 D), feiras livres e supermercados ou processados
na foram de suco, compotas, geleias, doces, sorvete, entre outras. Em adicdo, as folhas bem
como o tronco (madeira) podem ser aproveitadas nas inddstrias farmacéuticas e madeireira,
consecutivamente.

Pesquisas cientificas mostraram que a composi¢do centesimal das cascas da manga
revelou a sua importancia nutricional e a possibilidade da utilizacdo dessa parte, até entdo
considerada ndo comestivel, na dieta brasileira, visando a contribuir para a melhora do estado
nutricional da populacdo e a reduzir os problemas causados pela desnutricdo no Brasil, além
de reduzir o acumulo de lixos organicos produzidos no Pais. A Tabela 1 apresenta os
resultados médios das determinagfes dos constituintes da composicéo centesimal das cascas e
de polpa de manga, revelando que esse residuo pode ser considerado uma importante fonte de
substancias organicas, como proteinas, carboidratos e fibras, além de elementos minerais.
(MARQUES et. al., 2010)
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Tabela 1- Composicéo centesimal da casca e da polpa de manga (g/100g).

Componentes Casca da manga * Polpa da manga*
Umidade 78,70 + 0,45 82,11+ 0,21
Residuo Mineral Fixo 0,99 + 0,05 0,34 + 0,06
Lipideos 0,18 + 0,01 0,61 + 0,03
Proteinas 1,24+ 0,11 0,44 + 0,08
AcUcares Redutores 0,55+ 0,02 4,13+0,12
AcUcares ndo redutores 1,69 + 0,04 8,94+ 0,17
Amido 0,19 +0,13 0,15+ 0,16
Fibra Alimentar Total (FAT) 11,02 + 0,07 3,28 + 0,28
Carboidratos totais 12,89 16,5

* Média + Desvio-Padrdo
Fonte: MARQUES et al.,2010

A casca da manga também foi inserida na culinaria sendo utilizada para pratos como:
Mousse, bolo, pudim, sucos, sorvete e doce.

Outro possivel nicho de mercado para a manga séo as frutas cristalizadas que devem
ser translucidas, tdrgidas, com consisténcia uniforme, isentas de granulosidades, com
superficie seca e ndo &spera, cor e sabor agradaveis. Na Asia, a manga é geralmente
preservada na forma desidratada, porém este fruto seco normalmente apresenta textura
indesejavel, cor pouco intensa, sabor alterado, além da perda do valor nutricional, o que reduz
sua importancia econémica (TEDJO et al., 2002).

O consumo da manga no Brasil se d& na forma in natura. A falta de pessoal treinado e
de infra-estrutura para sua comercializacdo e conservacao, tem gerado uma perda em torno de
30% da producéo e, em alguns casos, podendo atingir 50% (PINA, MAIA, SOUZA FILHO,
2003). A composicdo quimica (Tabela 2) da manga varia com as condi¢cdes de cultura,
variedade, estadio de maturacdo (Tabela 3), mas em geral, a fruta in natura tem um alto teor
de solidos soluveis totais, pobre em fontes de minerais e o contetdo de agUcares € alto se
comparado a muitas frutas (SANTOS, 2003).
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Tabela 2: Caracterizagdo fisico quimica

pH ATT SST ART Fonte
Polpa madura 4,28 0,46 11 4,06 Maciel,
variedade Tommy 2009
Polpa madura 3,49 0,31 13 6,58 Gobira et
variedade Bacuri al., 2017

pH: potencial hidrogenidnico; ATT: acidez total titulavel (acido citrico.100g™); SST: Sélido soluveis totais;
ART: Acucares redutores totais (Brix).

Tabela 3: Estadios de maturacéo definidos em funcéo das caracteristicas da casca e da polpa
da manga “Tommy”

Estadio de Caracterizagdo da casca e da polpa da manga
maturacao
Verde Casca verde; polpa de cor verde amarela palida e consisténcia firme.
De vez Casca amarela; polpa de cor amarela e consisténcia levemente
macia.
Maduro Casca de cor amarela escura; com pontos escuros ou avermelhados,

podendo apresentar sinais de enrugamento; polpa muito macia.

Fonte: MACIEL, 2009

O conhecimento popular sobre plantas medicinais, embora rico de informacdes, é
frequentemente mal aproveitado, carece de compilacdo e interpretacdo, pois € disperso e
confuso. O resgate destas informac6es permite o estudo adequado e a insergdo das espécies de
interesse farmacoldgico nos sistemas agroindustriais.

A manga e bastante usada na medicina domestica.

1. Combate as bronquites mais rebeldes, tem propriedades antiescorbuticas

2. E depurativa do sangue e favorece a diurese.

3. Como expectorante, a manga é indicada contra as enfermidades das vias
respiratorias, como catarros, tosse, bronquite, etc. Nestes casos, usa-se preferivelmente em
forma de xarope, com mel de abelhas.

4. A resina que se forma sobre os galhos também exerce acéo depurativa.
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5. O suco que sai dos ramos € usado com antidiarréico.

6. As folhas novas sdo tidas como antiasmaticas. Em decoc¢do, ddo um excelente
peitoral, que se usa contra a bronguite. Bebe-se com mel de abelhas.

7. Para curar a inflamacao das gengivas, enxagua-se a boca com o decoto das folhas.

8. Com os brotos dos ramos se prepara um bom vermifugo.

9. Usa-se exteriormente o decoto das folhas, em fomentacGes ou fric¢des, contra
qualquer tipo de contuséo.

10. A améndoa do carogo contém propriedades vermifugas.

11. A casca do tronco € usada, em decoccéo, contra as afec¢Bes febris. Tomam-se duas
xicaras por dia.

Algumas precaucBes devem ser tomadas para evitar efeitos colaterais pois, o latex que
exsuda da fruta, tronco, ramos e casca do fruto verde contém mangiferina, acido resino, acido
mangifero, resinol e mangiferol. Esse latex € irritante da pele de acéo retardada. Pode causar
coceira ao redor dos olhos, edema da face e dificuldade respiratoria.

A casca de manga revelou ser uma importante fonte de elementos minerais (Tabela 4),
que exercem fungbes essenciais no organismo, como ions dissolvidos em fluidos corporeos,
que regulam as atividades de muitas enzimas, mantém o equilibrio &cido-base e a pressao
osmotica (ANDRADE, 2003). Os resultados das determinagdes realizadas nessas cascas
mostraram que as concentracdes desses elementos foram superiores as encontradas na polpa,

exceto para zinco e ferro.

Tabela 4 - Teor de minerais da casca e da polpa de manga Tommy (mg/100g).

Componentes Magnésio Fosforo  Ferro Sédio  Potassio  Zinco  Célcio
Casca* 22,38 17,53 Tr 37,47 176,05 Tr 74,06
Polpa* 7 14 0,1 Tr 138 0,1 8

* Média aritmetica
Tr — Tragos

A manga (Mangifera indica L.) faz parte do elenco das frutas tropicais de importancia
econbmica, ndo sé pela aparéncia exdtica, mas também por ser uma rica fonte de compostos
bioativos (BRANDAO et al., 2003). Estes compostos presentes nos frutos séo de interesse
para a satde devido a sua acdo antioxidante, com efeito protetor contra alguns tipos de cancer,

doencas do sistema cardiovascular e do envelhecimento (MACIEL, 2009).
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S30 exemplos de Principios Ativos presentes na manga: Oleo resina: terebentina;
Fruto: Celulose; Glicosideo: mangiferina; Fibras; Sais minerais: célcio, fosforo, ferro;
Proteinas; Aclcares; Pigmentos; Vitaminas: A, B1, B2 e C; Flores: tanino; Oleo essencial:
alcool sesquiterpénico, mangiferol enmangi-ferona (cetona); Principais componentes: 2-
octano, alanina, alfa-felandreno, a-pineno, &cido ambolico, &cido ambdnico, arginina, dicdo
ascorbico, fl-caroteno, fl-pineno, carotendides, furturol, gaba, acido galico, acido galotanico,
geraniol, histidina, isoleucina, acido isomangiferélico, caempferol, Imoneno, &cido linoleico,
acido mangifero, mangiferina, mangiferol, acido mangiferélico, acido miristico, neo-fl-
caroteno b, neo-B-caroteno u, neoxantofil, nerol, neril-acetato, &cido oleico, acido p-

cumarinico, acido pantoténico, peroxidase, fenilaalanina, fitina, prolina, quercetina, xantofil.

5. Aspectos Biotecnoldgicos e Fonte de Produtos

A manga tem a respiracéo celular de forma intensa e com isso, sua deterioragéo é mais
rpida, o que dificulta a comercializacdo de toda a safra da fruta in natura, sendo a
industrializacdo uma alternativa para o excedente de producdo, além de possibilitar o
consumo da fruta na entressafra (SUGAI, 2002).

A busca por novas descobertas e 0 aprimoramento de novos processos para a geracéo
de novos produtos tem sido realizada de forma que possam garantir uma melhor qualidade das
aguardentes com um menor custo, principalmente no que se refere ao aproveitamento de
matérias-primas ndo convencionais e abundantes com potencial de uso e com caracteristicas
fermentesciveis, visando aproveitar o potencial de cada regido. A manga, a uva e 0 maracuja,
sdo exemplos que fazem parte do grupo de frutas nas quais as principais caracteristicas
incluem a coloracdo intensa, sabor agradavel e aroma intenso, constituido principalmente por
ésteres, aldeidos, alcoois e cetonas (NARAIN et al., 2004). Séo frutas bastante conhecidas nos
paises da América do Sul, onde ha uma producdo significativa.

A utilizacdo de frutas na producdo de bebidas surge como uma alternativa para o
emprego do excesso de produgdo, no caso de frutas comercialmente cultivadas, como uma
nova forma de exploracdo de frutas nativas ndo comercialmente cultivadas, podendo gerar
recursos econémicos, principalmente nas regides de ocorréncia das fruteiras. Além disso,
representa uma alternativa de exploracdo de ecossistemas ameacgados, como 0 cerrado
brasileiro (DUARTE et al., 2009).
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Hawksworth (2001) estima a existéncia de 1,5 milhdes de espécies de fungos no
planeta, e menciona que apenas 5% da diversidade sdo conhecidas. Atualmente, hd um grande
interesse industrial e biotecnolégico e, na verdade, um sentido de urgéncia sobre a
documentacdo da biodiversidade das leveduras no Brasil, onde, invariavelmente, uma
porcentagem das espécies encontradas € ainda desconhecida para a ciéncia (ROSA et al.,
2007). A Figura 3 descreve, de um modo geral, a aplicacdo biotecnoldgica das leveduras em

diversas areas cientificas.

Figura 3: Diversidade de areas que envolvem a biotecnologia das leveduras.

Tecnologia das
fermentacdes

Fermento de padeiro, etanol, produtos
resultantes da fermentacao.

) Industria
Tecnglogla alimentar / quimica
Ambiental

Biossorcéo de
metais, utilizagéo de
efluentes.

alimentares, redutores
quimicos.

Biotecnologia

das leveduras

Investigacao y ﬂ

Aromas, enzimas,
pigmentos, aditivos

biomédica Saude publica
Cancro, SIDA, genética Vacinas, horménios, factores
Humana, metabolismo de Investigagéo sanguineos, probidticos,
drogas. bioldgica produtos farmacéuticos.

Biologia celular, genética,
bioquimica, biologia
molecular.

Fonte: Pinheiro, 2004.

Sem as leveduras ndo existiriam bebidas fermentadas como cervejas e vinhos, e outros
alimentos nos quais esses microrganismos tém papel de destaque em sua produgdo, como
também na producdo de pdo e queijo. Deve-se mencionar ainda que as leveduras sdo
responsaveis pela producdo de enzimas de interesse industrial e de valor econémico.
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004)

Estudos preliminares na manga foram capazes de isolar e identificar leveduras da

espécie Saccharomyces cerevisiae. Espécie de levedura capaz de transformar rapidamente
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acucares em etanol e didxido de carbono, sob condi¢Bes tanto anaerdbias (auséncia de
oxigénio) e quanto aerdbias (presenca de oxigénio).

6. Perspectivas

A obtencdo de alcool de fontes renovaveis tem sido alvo na obtencdo de bebidas
alcoolicas e produtos derivados, em funcdo da preservacdo ambiental e envolvimento da
agricultura familiar, assim como aumento da qualidade dos produtos e melhoria do valor de
mercado, constituindo assim um importante setor da industria alcooleira. Este nicho de
mercado se apresenta como uma alternativa quando a fonte de matéria prima passa a ser
residuo ou produtos agroindustrias que ndo apresentam potencial de mercado, mas que podem
ser transformados para a geracdo de produtos nobres. Neste seguimento, a inovacdo
envolvendo tecnologia de transformacdo e o envolvimento de perspectivas de geracdo de
processo, produto e a minimizagdo do impacto ambiental, associado a geragéo de renda

Dentro deste aspecto, a investigacdo de técnicas de fermentacGes aplicadas a uma
matéria prima de facil acesso e que possibilite um processo economicamente viavel tém sido
foco de pesquisas cientificas utilizando a manga (Mangifera indica), em funcdo de possuir
grande abundancia na regido Amazbnica e sua demanda sazonal é aproveitada para
alimentacdo, constituindo assim uma fonte de matéria-prima para uso como fonte de
biotransformac6es de seus agucares em alcool, usando-se leveduras naturalmente ocorrentes
como sistema adaptados especificamente para producdo de aguardente. Em geral, manga
apresenta polpa rica em acucares fermentescivel e um potencial aroméatico que permitird
realizar um processo para geracdo e aguardente com aromas que podera se apresenta como

um produto inovador com potencial tecnoldgico e econémico.
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CAPITULO 2

Caracterizacdo da polpa de Mangifera Indica L. (var. Bacuri) para

producdo de Aguardente aromatizada

Resumo

A espécie botanica tropical Mangifera indica L. produz uma fruta muito consumida in
natura, mas pouco explorada industrialmente nas formas desidratada, em cosméticos,
cosmocéuticos ou produtos de fermentacdo; exceto como geleia, doce, suco e outras
guloseimas. O Brasil por ser um dos maiores produtores desta fruta torna viavel sua
exportacao e, por conseguinte, apenas a industrializacdo do suco tem maior visibilidade, o que
abre caminho para maior aproveitamento deste fruto. Neste trabalho se busca conhecer as
carateristicas quimicas da polpa para viabilizar a producédo de aguardente. A polpa da manga
foi obtida no comercio local e foi caracterizada quanto a acidez expressa em gramas de acido
citrico, solidos soluveis totais (SST) expressa em °Brix, acucares redutores totais, pH,
composicdo quimica expressa em base de matéria seca, composicao volatil e composicao de
acucares fermentesciveis; as duas Ultimas foram analisadas por Cromatografia a Gas acoplada
a Espectrometria de Massas GC/MS. Essa variedade apresentou resultados incluidos no
estabelecido pelo Regulamento Técnico para Fixacdo dos PadrBes de Identidade e Qualidade
para Polpa de Manga. Na analise de composicdo volétil, obteve-se o a-terpinoleno e na de
acucares se obteve a sacarose como substancias majoritarias.

Palavras-chave: AcUcares Fermentesciveis, Compostos Volateis, Perfil Quimico.

Abstract

The tropical botanical species Mangifera indica L. produces a fruit widely consumed in
natura, but little exploited industrially in dehydrated forms, in cosmetics, cosmeceutics, or
fermentation products; except as jelly, candy, juice, and other treats. Brazil, as one of the
largest producers of this fruit, makes it export viable and, therefore, only the industrialization
of the juice has greater visibility, which opens the way for greater utilization of this fruit. In
this work, the chemical characteristics of the pulp are sought in order to make the production
of brandy feasible. The mango pulp was obtained in local commerce and was characterized
for acidity, expressed in grams of citric acid, total soluble solids (TSS) expressed in °Brix,
total reducing sugars, pH, chemical composition expressed on a dry matter basis, volatile
composition, and fermentable sugar composition; the last two were analyzed by Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry GC/MS. This variety presented results
included in the established by the Technical Regulation for Setting Standards of Identity and
Quality for Mango Pulp. In the volatile composition analysis, a-terpinolene was obtained and
in the sugar analysis, sucrose was obtained as the majority substances.

Keywords: Fermentable Sugars, Volatile Compounds, Chemical Profile.
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1. Introducéo

A manga (Mangifera indica L.) pertence a familia Anacardiaceae e esta entre as frutas
tropicais de maior expressdo econdmica nos mercados brasileiro e internacional. E uma fruta
com grande quantidade de polpa, de tamanho e formato varidveis, aroma e cor muito
agradaveis, que faz parte do grupo das frutas tropicais de importancia econémica, nao so pela
aparéncia exotica, mas também por ser uma rica fonte de carotenoides e carboidratos
(BRANDAO et al., 2003), acidos organicos, fendlicos, lipidios, vitaminas e sais minerais.
Esta fruta apresenta caracteristicas Gnicas e é produzida na Asia, Américas e Africa, sendo a
Asia, representada pela india, China e Tailandia, o maior produtor mundial; e nas Américas,
apenas o Brasil se destaca, como o maior produtor na Ameérica do sul, ficando atras apenas do
México, na Ameérica central (LEBAKA et al., 2021). As principais variedades de mangas
comerciais cultivadas no Brasil eram: “Tommy Atkins”, em maior quantidade, “Haden”,
“Keitt”, “Van” “Dyke”, “Rosa”, “Uba”, entre outras, (SANTOS FARAONI; MOTA
RAMOS; CESAR STRINGHETA, 2009); entretanto, a partir de 2019, o Brasil comecou a
exportar outras variedades; em 2020, as variedades Tommy Atkins para o mercado americano
e Kent, Keitt e Palmer para a Europa, atingindo o mercado externo com 243,2 mil toneladas
(Portal Embrapa, 2021). Segundo o IBGE (PAM 2020 | Agéncia de Noticias | IBGE, 2021), a
producdo nacional atingiu 1,4 milhdo de toneladas por ano e ressalta que no Norte brasileiro
se atinge apenas 1,18 toneladas. Entretanto, segundo (O LIBERAL, 2021), entrevistando o
maior conhecedor de frutas e sementes da Regido norte do Brasil, ele destaca que a producéo
deve levar em consideracdo as produces domésticas, ja que os 6rgao oficiais sO relatam
producdo em pomares com um minimo de 50 plantas, e para se fazer uma comparacéo,
somente a arborizacdo de Belém produz entre 30 e 50 toneladas, o que pode variar no decorrer
dos anos, o entrevistado ressalta ainda que as variedades Tommy, Keitt, Haden e Palmer,
comercializadas em Belém, sdo produzidas nas regides Nordeste e Sudeste, e, devido a alta
demanda do mercado local, o Pard ndo exporta manga para o exterior. Entre 0s tipos ou
variedades mais populares, ressaltam-se as variedades “bacuri”, “rachadinha” ou “boceta”, e
“comum”, que apresentam pouco impacto econdomico. Deste modo, destaca-se a variedade
bacuri por apresentam alto teor de polpa e aroma agradavel. Neste caso, poucos estudos foram
realizados sobre as condic¢des nutricionais e de composigdo quimica destas variedades, tendo
maior destaque de exportacdo mundial as variedades “Tommy Atkins”, “Haden”, “Kent”, and
“Keitt” (MALDONADO-CELIS et al., 2019).
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As caracteristicas sensoriais, sabor e aroma, sdo muito dependentes de compostos
orgénicos volateis e ndo volateis. O sabor é principalmente uma resposta integrada as
sensacOes do gosto e do aroma. A sensacao do gosto € atribuida a presenca dos compostos ndo
volateis nos alimentos (tais como acuUcares, sais, acidos e limonina) determinando as quatro
sensacgdes basicas descritas como doce, salgado, azedo e amargo. A sensacao do aroma é bem
mais complexa, pois o olfato humano pode discriminar entre milhares de compostos volateis.
Sd0 os compostos volateis os responsaveis pelo sabor caracteristico dos alimentos (FRANCO
et al., 2004). No inicio dos anos 70 Bandyopadhyay e Gholap, (2002) mostraram que havia
uma possivel relacdo entre a intensidade do aroma e do sabor, sendo estes uma razdo entre 0s
acidos palmitico e palmitoleico na polpa da manga madura. Isto poderia ser usado como um
indice do aroma e do sabor das mangas. Deste modo, a medida que o indice se aproximava de
1, aroma e sabor se apresentavam forte, a medida que se aproximavam de zero, 0S mesmos se
apresentavam fracos.

A composicao quimica da manga varia com as condicdes de cultura, variedade, estadio
de maturacdo, meio ambiente, mas em geral, a fruta in natura tem um alto teor de so6lidos
soluveis totais, pobre em fontes de minerais e o contetido de acucares é alto se comparado a
muitas frutas (SANTOS, 2003).

Em todos os processos industriais em que se utiliza a levedura Saccharomyces
cerevisiae 0s meios de cultivo devem conter necessariamente uma fonte de nitrogénio, uma
fonte de carbono, além de sais e vitaminas (HORAK, 1997). Os principais compostos
utilizados como fonte de carbono sdo os monossacarideos (glicose, frutose e galactose) ou
dissacarideos (maltose e sacarose). Quando a levedura é cultivada em meio contendo uma
mistura de glicose e outros aglcares como sacarose, maltose ou galactose, 0 metabolismo é
diduxico, ou seja, a glicose é preferencialmente utilizada, enquanto os outros agucares
somente serdo metabolizados quando apds a exaustao da glicose. (SILVEIRA, 2013)

A constituicdo volatil de manga é muito susceptivel a varia¢Ges, sendo influenciada
por diversos fatores como variedade estudada, procedéncia geografica, estadio de maturacéo,
condigdes de conservacdo e o método de extracdo (SINGH et al., 2004). Além disso, ja foram
detectadas diferencas na composi¢do quimica das diferentes partes do fruto (casca e polpa:
porcOes- interna, intermedidria, externa, superior, meio e inferior do mesocarpo) (LALEL et
al., 2003). Em virtude disso, a constitui¢do quimica da manga é muito complexa, tendo ja sido
identificados mais de 300 compostos, pertencentes as mais variadas classes, sendo

encontrados tanto na forma livre ou como heterosidios: terpenoides, ésteres etilicos de acidos
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graxos (C2 - C16), g e d-lactonas, bem como aldeidos, cetonas e alcoois alifaticos de cadeia
curta (C2 -C6) (FRANCO 2003; SINGH et al., 2004; PINO et al.,, 2005). Mono e
sesquiterpendides representam cerca de 70-90% dos componentes volateis de manga, 0S
demais compostos conferem os odores peculiares ao aroma de cada cultivar (FRANCO, 2003;
LEBAKA et al., 2021).

A biossintese de compostos volateis também € fortemente afetada pelas mudancas
bioquimicas e fisioldgicas que ocorrem durante o amadurecimento do fruto, tais como
amaciamento da polpa, desenvolvimento de pigmentos, incremento na taxa de respiracdo e
producdo de etileno, alteragdes no metabolismo de carboidratos, lipidios. Neste periodo, 0
qual dura entre 9 e 12 dias (dependendo da variedade e da maturidade no momento da
colheita, entre outros fatores), (CANUTO et al., 2009)

Diferenca na composicdo dos volateis de uma determinada fruta também pode ser
devida a metodologia. O uso do calor durante o processo de isolamento das substancias
volateis pode também estimular modificacfes na composicdo quimica. Além disso, volateis
ligados podem ser liberados, sob condicBes drasticas, como aquecimento (FRANCO e
JANZANTTI, 2005; LI et al., 2017).

A composi¢do quimica da polpa deve apresentar caracteristicas apreciaveis tais como
teor ART, baixo teor de lipideos e/ou fibras. Neste caso, além dos constituintes aprecidveis de
carboidratos a polpa da manga apresenta outros componentes importantes, como o0 seu buqué
aromatico e acucares fermentesciveis disponiveis para a fermentacdo. Neste sentido o
desenvolvimento de um processo de producdo de aguardente se apresenta como promissor e

com potencial tecnoldgico para seu desenvolvimento.

2. Material e Métodos
2.1 Colheita do material Boténico:

A colheita da Magifera indica L. var. Bacuri acontecera na cidade de Belém — PA no
campus experimental da EMBRAPA — Amazonia Oriental nas coordenadas X: 01°14,42S -
Y:48°26°35"0, os frutos serdo coletados no estado de maturacdo avangado, despolpado,
pesados e armazenados em sacos plasticos estéreis e congelados para analises posteriores.
(SISGEN - A791890).
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2.2 Processamento do fruto e obtencéo da polpa

Inicialmente, os frutos foram lavados em &gua corrente para a eliminacdo de
sujidades grosseiras aderidas a casca e, posteriormente, submetidos a um processo de
desinfeccdo quimica em banho de hipoclorito de sédio de 100 ppm por 10 min. Apds o
procedimento de desinfeccdo, os frutos passaram por enxague com agua destilada e foram
despolpados manualmente. A polpa dos frutos foi processada em liquidificador e
acondicionada em sacos plasticos de polietileno estéreis com capacidade de 2 litros, e
armazenadas em freezer até a execucdo das analises e preparo do mosto para a realizacdo das

fermentacdes.

2.3 Caracterizacao da polpa

A polpa sera caracterizada quanto:

2.3.1 Acidez Total Titulavel (ATT): determinada por volumetria de neutralizacdo com
solucdo de NaOH 0,1 mol/L como titulante para o célculo da acidez total titulavel sera
utilizada a equacdo 1 os valores serdo expressos em g de acido citrico por 100 mL de polpa de
acordo com a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008).

_VtxfcxNxEq
10xVa

A (equacéo 1)

Onde:

A: acidez total titulavel expressa em g de &cido citrico em 100 mL de amostra;
Vt: volume gasto (mL) de solugdo de NaOH 0,1mol . L

N: normalidade da solucdo de NaOH 0,1 mol . L™,

Fc: fator de correcdo da solucdo de NaOH;

Eq: equivalente grama do &cido citrico (64,00)

Va: volume da amostra

2.3.2 Determinacgdo de Solidos Sollaveis Totais (SST): por leitura direta em refratbmetro
manual Instrumento com escala de 0 a 32 °Brix e precisdo de 0,2 °Brix. Essa determinacéo
consiste na medida do indice de refragdo das solugdes e sua conversdo a porcentagem de
solidos sollveis totais expressos em °Brix, segundo metodologia descrita pelo Instituto
Adolfo Lutz (1AL, 2008).
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2.3.3 Determinacdo de Acucares Redutores Totais (ART): foram determinados pelo
método espectrofotométrico DNS (&cido 3-5 dinitrosalicilico) descrito por Miller (1959), e
utilizado no LablSisBio com modificagdes, utilizando 100 pL de amostra, 200 pL de agua
deionizada e 300 puL de Reagente DNS (5 g de acido 3,5 — dinitrossalicilico, 100 mL de
NaOH 2N, 150g de sal de Rochelle (Tartarato de Sodio e Potéssio)), apds a mistura dos
reagentes leva-se ao Banho-Maria a 100°C por 5 minutos, em seguida resfriado em agua
corrente e adicionado 1000 pL de agua desionizada. A leitura foi realizada em
espectofotdmetro UV-vis a 540nm, foram realizadas as determinacdes de absorbancia,
correlacionando os valores absorbancias apresentadas pelas amostras, com a equagdo de reta
extraida de uma Curva Padréo, construida a partir de uma solucéo de glicose (10g/L).

2.3.4 Determinacédo do Potencial Hidrogenionico (pH): determinado por leitura direta em
potenciémetro digital previamente calibrado com soluc6es tampdes de pH 4,0 e 7,0 de acordo

com a metodologia descrita pela a AOAC (2007).

2.3.5 Determinacéo do Teor de Agua: No procedimento foi utilizado o aparelho de Dean &
Stark, cujo funcionamento ¢é baseado no principio da imiscibilidade de solventes, nesse caso o
tolueno e agua, de acordo Santos et al. (2004). O célculo do teor de dgua (U%) sera feito com

0 emprego da seguinte equacao 2:

_Vax10
Pa

U (equagéo 2)

onde,

Va = volume (mL) de agua extraida da biomassa, lido na escala volumétrica do Dean &
Stark.

Pa = peso da amostra (10 g).

100 = fator de conversao para porcentagem.

2.4. Composicao Quimica expressa na base de matéria seca
As andlises de Matéria Seca (MS), Matéria Mineral (MM), Nutrientes Digestivos
Totais (NDT), Fibra de Detergente Neutra (FDN), Fibra de Detergente Acida (FDA),

Hemicelulose e Lignina; foram realizados em colaboracdo com a Professora Dr2. Adriana
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Lima Moro através do Laboratério de Bromatologia da Universidade do Oeste Paulista
(UNOESTE), seguindo o protocolo de Silva e Queiroz (2002)

2.5. Extracdo de volateis

As substancias volateis foram extraidas pelo método de Destilacdo e Extracdo
Simultanea (DES), utilizado o aparelho de Likens e Nickerson (1964).
2.6. Derivatizacdo de acUcares assistida por microondas

Em um frasco de vidro de 2ml com tampa, tomou -se 3mg de hidroxilamina e dilui em
150uL de Piridina, na sequéncia, o conjunto foi submetido a agitagdo até a total dissolucéo
dos cristais. Tomou-se 10mg da amostra em um frasco conico de 2mL com tampa, adicionou
100uL de piridina e agitou a mistura em ultrassom a 30° C por 2min para dissolucdo dos
cristais. Em seguida adicionar 150uL da solugdo de hidroxilamina. Acrescentou-se a mistura
25mg de sulfato de sddio anidro, homogeneizou em ultrassom por 1 minuto e em seguida
centrifugou por 5 minutos a 8000rpm. Ap6s a centrifugacdo, retirou-se o sobrenadante (com
micropipeta), transferiu para um frasco previamente seco e submeteu a rea¢do por micro-
ondas com 60% da poténcia durante 2 minutos. Na sequéncia, foram adicionados 200 pL de
anidrido acético e submetido a reacdo ao micro-ondas por 1 minuto, a 60% da poténcia.
Retirou-se o sobrenadante e submeteu-se a analise por GC-MS (SODERHOLM, 2010).

2.7. Analise do Perfil dos acUcares e substancias volateis por GC/MS

As andlises foram realizadas em um cromatdgrafo gasoso (CG) acoplado a um
espectrometro de massa (EM), equipado com coluna capilar DB-5(15m x 0,25mm x 0,1um).
O gés Hélio foi usado como carreador com fluxo de ImL / min. O injetor operou a 220 °C e a
rampa de temperatura do forno iniciou a 60°C até 246°C (3°C/min.), mantendo-se nesta
temperatura por 30 min. O MS-ISQ operou com interface a 275 °C, fonte de ionizacdo a 200
°C, com faixa de massa de 40 a 800 Da e varredura de 0,5 scan/s, lonizacgdo eletrénica a 70
eV. As identificacbes das substancias foram realizadas atraves da comparacdo dos espectros
de massas com os das bibliotecas comerciais NIST2011-WILEI2009 e ADAMS-2005. A
quantificacéo foi realizada pelo calculo normalizacéo da area do pico.

2.8 Analise do perfil de carotenoides da polpa HPLC-DAD
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2.8.1 Preparagéo das amostras
2.8.1.1 Amostra do padrio de B-caroteno

Foram dissolvidos 2 mg do padrdo de B-caroteno (Sigma p > 95%) em ImL de
solugcdo composta por 500 uL de ACN (grau espectroscépico) e 500 uL de Acetato de
etila/MeOH 2:1 (grau espectroscopico). Uma aliquota de 100 L foi transferida para um
frasco de 1,5 mL, em seguida foram adicionados 900uL de solucdo ACN/OACEt/MeOH (na
mesma proporcao inicial), resultando em um volume total de 1mL e concentragéo final de 200

ppm (200 pg/mL) de B-caroteno.

2.8.1.2 Amostra da polpa de manga

Os carotenoides presentes na polpa foram extraidos por maceracdo dindmica com
agitacdo assistida por ultrassom. Foi utilizado 1g de polpa para 10 mL de solugdo de mesma
composicdo daquela utilizada para a dissolucdo do padrdo de B-caroteno. O sistema foi
irradiado com ondas ultrassonicas por 10 min em uma lavadora ultrassonica, modelo USC-
2800A (UNIQUE Ind. e Com. Ltda., Indaiatuba, Brasil), operando a 40kHz, poténcia de 130w
e temperatura de 25 °C. Uma aliquota de 100 uL desta solucéo foi transferida para um frasco

de 1,5 mL, em seguida foi adicionado o volume de solucdo necessaria para completar 1mL.

2.8.2 Analise por HPLC-DAD

O método para a analise do perfil de carotendides por CLAE foi adaptado de
Rodriguez-Amaya (2001). Foi utilizado um sistema modular de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detector UV-Vis de arranjo de fotodiodos, modelo CBM-20A
(Shimadzu, Tokio, Japdo), com sistema binario de bombeamento de solventes, desgaseificador
“on line”, DGU-20A (Shimadzu, Tokio, Japdo) com autoamostrador, modelo SIL-20
(Shimadzu, Tokio, Jap&o) e sistema de aquisi¢do e processamento de dados LCMS-Solutions
(Shimadzu, Tokio, Japdo). A Coluna foi uma Kromasil ODS-5-C18, 4,6x150mm, 5um
(Kromasil, Bohus, Suica) de fase reversa, mantida em forno a uma temperatura de 28°C. Os
espectros de absorcdo foram registrados na faixa entre 200 a 800nm e o cromatograma
processado em 450nm. A eluicdo foi realizada em modo isocratico com fase movel
consistindo em uma mistura dos solventes acetonitrila (ACN), acetato de etila (EtOAc) e
metanol (MeOH) na propor¢do de 24:2:1. O tempo total de analise foi de 60 min a um fluxo

da fase mével de 0,90mL/min. Volume de injecdo das amostras foi de 10uL.
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2.9. ldentificagéo dos carotenoides

Os carotenoides (em particular o B-caroteno) foram localizados nos cromatogramas
pelos tempos de retencdo e espectros de absorcdo na regido visivel, considerando tanto os
comprimentos de onda de absor¢do maxima (Amsx) quanto a estrutura espectral fina, expressa
em % III/I1. A % 111/11 é a razdo entre a altura do pico de absor¢do no comprimento de onda
mais longo (I11) e o pico intermediario (1), tomando o minimo entre os dois picos como linha
de base, multiplicada por 100 (BRITTON, 1995). A identificacdo conclusiva dos
carotenoides, foi realizada por Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, utilizando em conjunto
os dados de tempo de retencdo, co-cromatografia com carotendides auténticos, espectro de

absorcéo no visivel, reacdes quimicas de acetilacdo, metilacdo e espectrometria de massas.

3. Resultados e Discussao

A perspectiva de producédo de aguardente a partir da polpa de manga variedade bacuri,
denota uma preocupacao no que tange a fonte de matéria-prima e sua qualidade. Deste modo,
0 Regulamento Técnico para Fixacdo dos PadrBes de ldentidade e Qualidade para Polpa de
Manga (MAPA, “PORTARIA No 58, DE 30 DE AGOSTO DE 2016 - Imprensa Nacional,”),
estabelece parametros fisico-quimicos minimos como: pH; sélidos sollveis totais em °Brix a
20°C; acidez total expressa em acido citrico (g/100g), por este motivo, se comparou estes
parametros, Tabela 1, e observou-se que os resultados demonstram que as caracteristicas

quimicas para a variedade bacuri estdo enquadradas no minimo estabelecido pela legislagao.

Tabela 1. Tabela de Caracterizacdo da Polpa da Manga

A . Manga Bacuri Padréo

Parametros analisados o
Referéncia

Acidez Titulavel (g/100mL) 0,31 0,30
Solidos Solaveis Total (SST) (° Brix) 13 12
Acucares Redutores Totais (ART)(g/L) 6,58 -
pH 3,49 3,50
Umidade (%) 85 -

Poucos séo os estudos envolvendo a variedade bacuri e por este motivo, os estudos
aqui apresentados vem ao encontro de preencher algumas lacunas sobre estas caracteristicas.

Cordeiro, Mattietto e Lopes (2009) ao estudarem essa variedade mostraram em seus
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resultados que a manga bacuri é mais acida (pH 4,19; acidez 0,35%) em compara¢do a manga
comum (pH 4,67; acidez 0,17%). Os teores de agUcares totais e redutores para manga comum
e manga bacuri foram 10,80 e 5,10 g/100g; 11,31 e 4,479/100g, respectivamente. Os
percentuais de solidos soltveis totais foram muito proximos, 13,5°Brix para a manga comum
e 13,3°Brix para manga bacuri. Os resultados do teor de umidade se mostraram 0S mesmos
para ambas as variedades (médias de 85%).

Ressalta-se que o Brasil € um grande produtor de manga, mas ainda se localiza na 9°
posicdo mundial. Deste modo, como fonte de matéria-prima para producao de aguardente, a
manga se apresenta com potencial modesto. Na Tabela 2, ressalta-se que os nimeros oficiais
publicados, (IBGE-Portal do IBGE-SIDRA, 2020), destacam as producdes no Brasil e nas
suas regides. Observa-se que sdo descritas as produc¢des nos principais estados destas regides,
onde o Estado do Para, que produz a variedade de manga bacuri, se apresenta com valores
muito modestos, 0 que ndo é um estimulo para producdo em larga escala, mas poder-se-a
ressaltar o produto como uma iguaria artesanal. Por outro lado, a mesma tabela demostras que
as variedades comerciais apresentam boas producbes em todas as regides brasileiras, e que

poderdo ser usadas como fonte de fermentacdo para a geracdo deste produto.

Tabela 2. Producdo de manga no Brasil, nas suas regides e principais Estados

Localizacdo 2016 2017 2018 2019 2020
Brasil 1.094.358 1.089.882 1.320.458 1.421.057 1.569.011
Regido Norte 1.075 5.040 1.235 1.183 2.032
Estado do Para 450 449 434 203 88
Regido Nordeste 802.120 815.070 1.006.580 1.100.614 1.230.995
Estado da Bahia 443.639 438.603 378.362 442.233 470.487
Regido Sudeste 280.299 260.312 302.641 308.765 324.152
Estado de Séo Paulo 178.722 176.127 202.328 206.854 217.213
Regido Sul 7.974 6.877 7.118 6.955 7.428
Estado do Rio G. Sul 1.189 1.170 862 827 826
Regido Centro Oeste 2.890 2.583 2.884 3.540 4.404
Estado do Mato Grosso 1.393 1398 1.398 1.372 1295

Fonte: IBGE-Portal do IBGE-SIDRA, 2020 Toneladas/ano.

Os perfis de caracterizacdo também se assemelham aos relatados na literatura para
outras variedades. A manga variedade Tommy apresentou umidade de 82% e agUcares
redutores de 4,13 (COSTA et al., 2017; MARQUES et al., 2010) a variedade Uba apresentou
valores mais elevados como pH 4,21, SST 19, ART 0,63 (DAIHA BENEVIDES et al., 2008;
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RUFINI et al., 2011), o que descreve uma variabilidade em decorréncia dos fatores
ambientais, e possivelmente, do grau de maturacdo, o qual ndo se tem pardmetros para
comparacéo.

Dentro dos aspectos minerais, matéria seca, nutrientes digestivos e fibras, pode-se
afirmar que a variedade bacuri (tabela 3) apresenta valores inferiores quando comparados com
a variedade Tommy cultivada em Cuiarana no Estado do Paré. Estes pardmetros expressos em
base de matéria seca para manga madura apresentaram valores superiores aos da manga

bacuri; onde somente a FDN apresentou valor inferior (FONSECA et al, 2017).

Tabela 3. Composicdo Quimica, na base de matéria seca da manga bacuri

MS MM NDT FDN FDA  Hemicelulose Lignina

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
tommy 7494 222 8159 1014 939 0,73 3.44
bacuri 12 1,65 ] 2046 412 ] ]

MS = Matéria Seca/ MM = Matéria Mineral/ NDT = Nutrientes Digestivos Totais
(Estimado)/ FDN = Fibra Detergente Neutra/ FDA = Fibra Desnaturante Acida.

Dentre outros aspectos a manga varia consideravelmente em tamanho, forma, cor,
presenca de fibras, aroma e sabor. As fibras alimentares pela sua composicdo
(polissacarideos, lignina, oligossacarideos, amido resistente, dentre outras substancias),
apresentam propriedades funcionais aplicaveis a indastria de alimentos, podendo ser
aproveitada na producdo de diferentes produtos como bebidas, sobremesas, derivados do leite,
biscoitos, massas e paes (GIUNTINI; LAJOLO: MENEZES, 2003).

O perfil cromatografico dos sacarideos presentes na polpa da manga apresenta a
sacarose como agucar principal, destacando também as presencas de glicose e frutose, devido
a hidrolise do sacarideo principal. A figura 1 é referente ao perfil de acucares do fruto da
variedade Bacuri, no qual a sacarose foi a substancia com maior concentracdo na analise
realizada. Neste ambiente, observam-se também as presencas de maltose, 0 que € comum nos
frutos tropicais, assim como de mio inositol. Entretanto, derivados do &cido propandico e
1,2,3,4 propanotetrol ndo sdo comuns, podendo ter surgido em funcdo da decomposicdo da
frutose, durante a derivatizacdo. Em geral, glicose e frutose estdo ligadas na forma de

Sacarose.



Figura 1. Perfil Cromatografico dos carboidratos da manga bacuri
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A tabela 4 estd listado as substancias detectadas com seus respectivos tempos de

retencdo (t;) e valor percentual de area relativa.

Tabela 4. Composicédo de aclcares da manga bacuri

Constituinte IR %Area
o _ 5.58; 5.10; 19
Derivatizing debris 13.37 '
Propanoic acid derivative 8.11 10.0
1,2,3,4-butanetetrol (Isom) 15.2 15
1,2,3,4-butanetetrol (Isom) 15.39 1.1
Furanose derivative 15.92 7.3
d-arabinose 16.28 2.0
d-glucose 18.74 12.9
allo-inositol 19.81 0.8
Maltose 21.96 0.6
Sucrose 27.43 61.9

IR: Indice de retenco.

Muitas das aplicagbes industriais de leveduras Saccharomyces dependem da

fermentagdo eficiente de sacarose ou dos hidrolisados de amido ricos em a glicosideos

maltose e maltotriose, inclusive glicose (DEVANTIER et al., 2005). Na indUstria cervejeira,

por exemplo, estes dois aclcares sdo de especial importancia uma vez que sdo 0s agucares

predominantes no mosto (tipicamente 50-60% é maltose, maltotriose € de 15-20%), seguido
pela glicose (10-15%) e outros carboidratos minoritarios (ERNANDES et al., 1993). Destes
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acucares, a glicose € preferencial e rapidamente utilizada por células de levedura, mas tanto a
eficiéncia do processo e qualidade do produto requer a utilizagdo completa de todos o0s
acucares, incluindo maltose e maltotriose. Embora maltose seja facilmente fermentada pela
maioria das linhagens de levedura, ela s ocorre apos a exaustdo da glicose.

A andlise dos compostos volateis presentes na amostra de manga descreve um perfil
quimico muito interessante, pois a principal substancia € o a-terpinoleno, a qual se destaca
pela conotacdo de odores que variam desde o floral até o herbal. Neste aspecto, aromas com
caracteristicas refrescantes e presentes na matéria prima podem se sobressair no produto de
destilacdo, como é o caso de bebidas destiladas, produzidas a partir da fermentacdo de
matérias primas ricas neste tipo de composto. O segundo composto em concentracdo
majoritaria € o delta-3-careno, que confere o odor pungente adocicado, caracteristico da
manga, que atribui o pigarro; algumas vezes mais acentuadas outras vezes menos acentuadas.

A tabela 5 apresenta o perfil de volateis detectados na variedade de manga bacuri.

Figura 2. Cromatograma dos Compostos Volateis da Manga Bacuri
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Tabela 5. Composicao Volatil da manga variedade bacuri
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Constituinte TR %Area
1-penten-3-ol 3.46 3.4
3-hexeno-2,5-diol 3.54 4.4
Nonano 4.17 3.6
2-metil-2-ciclopentenona 5.59 4.3
o-mirceno 7.59 4.6
n-decano 7.84 4.5
6-3-careno 8.22 7.9
a-terpineno 8.5 5.3
a-felandreno 8.95 4.7
a-terpinoleno 10.96 53.5
o-guaieno 27.61 3.7

IR: Indice de retenco.

Pino et al. (2005) analisou por CG/EM o aroma de 20 variedades de mangas extraidos
por destilacdo simultanea (EDS). O terpinoleno foi detectado em todas as variedades e numa
quantidade consideravel em trés delas, também denominadas de cultivares (cvs): Obispo,
Corazoén e Huevo de toro; o 8-3-careno também encontrado em todas as variedades foi mais
expressivo nas variedades: Haden, Amarilla, Macho, Blanca, San Diego, Manzano, Smith,
Flérida, Keitt e Kent. De um modo geral os hidrocarbonetos terpénicos sdo mais comuns e se
apresentam em maiores quantidades nos aromas de manga, como mostrado em diversos
estudos (LI et al., 2017).

Andrade et al. (2000), ao estudar a composi¢cdo volatil de 15 variedades de mangas
extraida por arraste de vapor, detectou e quantificou o terpinoleno, o qual estava presente em
13 variedades, sendo que a variedade Bacuri apresentou 57% de sua constituicdo; nesta
mesma bateria de analises o 6-3-careno estava presente em 12 variedades e na variedade
Bacuri representou 7,1% de sua constitui¢cdo. No estudo de Franco et al. (2004) os compostos
volateis de trés cultivares de mangas: Haden, Tommy-Atkins e Keitt, procedentes do Estado
de S&o Paulo, foram isolados por uma técnica de headspace dinamico, envolvendo succdo em
polimero poroso. Os hidrocarbonetos monoterpénicos foram 0s compostos mais abundantes
no headspace das amostras, onde 8-3-Careno foi o componente majoritario dos cultivares
Haden e Keitt, enquanto a Tommy-Atkins mostrou predominéncias de -3careno e a-pineno.
Outros compostos identificados foram: a-fencheno, a-canfeno, p-cimeno, B-mirceno, -
felandreno, limoneno, a-terpinoleno, B-cariofileno e a-humuleno.

Canuto et al. (2010) ao estudar a composicdo volatil da manga variedade Tommy-

Atkins extraidos por SPME (microextracdo por fase-solida) e analisados por CG/EM, mostrou
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que o aroma foi constituido basicamente por monoterpenos, sendo 8-3-careno 0 composto
majoritario. Nestes estudos, além do tipo de técnica empregada, outros fatores podem
justificar as diferencas observadas, tais como procedéncia geografica dos frutos e parte do
fruto analisada (polpa com ou sem casca). E fato também que a subjetividade da avaliacio do
estadio de maturacdo torna esta classificacdo dificil e imprecisa, particularmente, na fase final
de amadurecimento, quando ocorrem transformagdes quimicas rapidas e profundas. As cascas
dos frutos sempre acumulam maior quantidade de volateis, devido a protecdo que estes
metabolitos secundarios exercem contra micro-organismos e insetos, principalmente
(GALSURKER et al., 2020).

O fruto da mangueira denominado de manga apresenta coloracdo amarela alaranjada
ou vermelho-amarelada devido a presenca de -caroteno, uma pré-vitamina-A que apresenta
importante propriedade bioldgica. Neste caso, o estudo realizado na manga bacuri apresenta o
b-caroteno como a substancia majoritaria na polpa desta fruta, especificamente na fracdo

lipidica, Figura 3.

Figura 3. Cromatogramas: padrdo de p-caroteno (A); extrato obtido da polpa (B).
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Os picos foram identificados a partir dos dados dos espectros de absor¢éo tipicos, na
faixa do UV-vis, entre 200 — 800 nm, seguindo o procedimento descrito na secéo 2.8.3.
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O pico 28 (cromatograma B) pdde ser identificado como sendo o [(-caroteno por
comparacdo seu tempo de retencdo com o do pico 35 (cromatograma A), referente ao padrao
de B-caroteno, area percentual relativa e espectro de absorcao na regiao do visivel, entre 340 —
600nm. Os picos minoritarios observados no cromatograma B ndo puderam ser identificados
com exatiddo aceitaveis devidos seus espectros de absorcdo se mostrar muito ruidosos e ndo
apresentarem definicdo em sua estrutura fina, este fato impossibilitou se fazer qualquer
inferéncia sobre a identificacdo destas substancias. O cromatograma B mostra que o [3-
caroteno é o carotenoide maioritario encontrado na polpa da manga estudada.

Estas informacOes ressaltam que a polpa de manga variedade bacuri apresenta
potencial para ser usada em fermentacdo submersa visando a producdo de aguardente. Neste
contexto, estudos preliminares mostraram que a polpa apresenta teor de acgucares
fermentesciveis, além de fibras hidrolisveis que podem participar na conversao alcodlica,
assim como volateis que caracterizam sabor e odor diferenciados para um produto tdo
especial, como € o caso de aguardentes. Neste mesmo sentido, a producéo de manga no Brasil
reflete uma fonte potencial que podera ser usada na producdo artesanal de um produto nobre

diferenciado.

4. Conclustes

Os resultados da composicdo quimica da polpa da manga bacuri apresentaram
constituintes como carboidratos e volateis apreciaveis para o desenvolvimento de um processo
de producéo de aguardente aromatizada, entretanto, a producéo dos Ultimos cinco anos mostra
um decréscimo na producdo desta variedade estudada como fonte de matéria-prima, indicando
a necessidade de intensificar na cultura desta variedade. Neste mesmo sentido, ressalta-se que
ainda é possivel se alavancar uma proposta de produgdo artesanal como iguaria, ja que esta
variedade é uma raridade, quando se compara suas caracteristicas organolépticas e fisico-

quimicas.
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CAPITULO 3

Isolamento e identificagcdo molecular de leveduras naturalmenteocorrentes

em polpa de Mangifera indica L. var. bacuri.

Aguardando Submissdo em Revista

Resumo

As leveduras naturalmente ocorrentes em seus substrato natural tém maior potencial do que as
ndo ocorrentes para gerar bebidas alcoolicas, quando aplicadas estratégias especificas para
sua selecdo. Neste trabalho, as leveduras foram isoladas e identificadas durante a fermentacéo
espontanea da polpa de manga (Mangifera indica L. var. bacuri) para estudar o perfil
microbiano na busca de cepas de leveduras novas ou conhecidas, com potencial de fermentar
acucares de frutas exdticas para gerar aguardente. Aliquotas de 1mL foram retiradas do meio
a cada 24h, durante 7 dias. Procedimento para contagem e isolamento das coldnias de
leveduras foram realizadas de acordo com suas morfologias e tipos representativos,
aplicando-se diluicBes sucessivas até 10 "UFC/mL em solugo salina 0,9% e estriadas em
meio GPY-agar, e incubadas por 3 dias a 30°C. Um total de 80 coldnias puras foram obtidas,
seguidas de extracdo e purificacdo do ADN pelo método fenol-cloroférmio. PCR simples e a
sequéncia de amplificacdo dos iniciadores genéticos ITS-1, 5S e ITS-4 permitiram a analise
das sequéncias demonstrando uma alta identidade com Saccharomyces cerevisiae, Candida

haemulonii, Hanseniaspora opuntiae e Meyerozyma guilliermondii sequéncias.

Palavras-chave: Manga; perfil microbiano; aguardente; fermentacéo.

Abstract

Yeasts naturally occurring in their natural substrate have greater potential than non-occurring
ones to generate alcoholic beverages, when specific strategies for their selection are applied.
In this work, yeasts were isolated and identified during spontaneous fermentation of mango
(Mangifera indica L. var. bacuri) pulp to study the microbial profile in the search for new or
known yeast strains with potential to ferment exotic fruit sugars to generate spirits. Aliquots
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of ImL were taken from the medium every 24h for 7 days. Procedure for counting and
isolation of yeast colonies were performed according to their morphologies and representative
types by applying successive dilutions up to 10 -7UFC/mL in 0.9% saline and streaked on
GPY-agar medium, and incubated for 3 days at 30°C. A total of 80 pure colonies were
obtained, followed by DNA extraction and purification by the phenol-chloroform method.
Simple PCR and amplification sequencing of the ITS-1, 5S and ITS-4 gene primers allowed
analysis of the sequences demonstrating high identity with Saccharomyces cerevisiae,
Candida haemulonii, Hanseniaspora opuntiae and Meyerozyma guilliermondii sequences.

Keywords: Mango; microbial profile; spirit; fermentation.
1. Introducéo

Manga, Mangifera indica L., sdo frutas que tém caracteristicas organolépticas, sao
vistosas e coloridas, apresentam cheiro e sabor acentuados. Seu aroma e cor associados a alta
concentracdo de agUcares fazem com que sejam mais detectaveis, apreciaveis e degustavies. No
entanto, sob o clima tropical, estas caracteristicas aumentam a sua perecibilidade,
amadurecendo entre 0 6° e 0 7° dia, tornando-se improprias para o consumo em 15 dias apos
a colheita (TAFOLLA-ARELLANO et al., 2017). Nesta fase, hd& um amolecimento excessivo
e colonizacdo microbiana, o que dificulta a sua comercializa¢do. Entretanto, devido a sua
concentracdo de agUcar, 18-20% m/m (REDDY e REDDY, 2011) a polpa pode ser processada
e transformada em produtos com valor agregado. Nesta direcdo, a producdo de aguardente
aromatizada é uma alternativa economicamente vidvel para aproveitar a demanda ndo
comercial e o excedente do fruto (LUZON-QUINTANA; CASTRO; DURAN-GUERRERO,
2021).

A composicao quimica da manga, em geral, é formada de substancias das classe dos
fendlicos, terpenos, carotenos, lipidios, ceras e compostos volateis; seguida de suas
caracteristicas organolépticas, que envolve a acidez, dogura, textura e aroma; tém grande
influéncia nas col6nias de microorganismos da polpa (MALDONADO-CELIS et al., 2019). A
composicao dos frutos varia de acordo com suas variedades botanicas, condi¢des de cultivo e
estagios de maturagdo. A polpa de manga in natura apresenta de 12 a 16% m/m de solidos
soluveis; incluindo agUcares, 4cidos, vitaminas, pectina e sais. A alta atividade da agua (aw),
que varia de 0,982 a 0,990, favorece a colonizacdo de leveduras, fungos filamentosos e
bactérias lacticas, assim como bactérias patogénicas (CRUZ et al., 2019).

A levedura presente na microbiota dos frutos em decomposi¢cdo é o micro-organismo
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predominante, devido a sua tolerancia & alta acidez e & sua capacidade de crescimento
anaerobico (FOSTER e VASAVADA, 2003). Este comportamento influencia o
desenvolvimento do processo de fermentacdo devido as diversas espécies de leveduras
geradas, que sdo responsaveis pela determinacdo do odor e sabor do produto final. Estas
colénias de leveduras apresentam uma adaptabilidade excepcional num processo
biotecnoldgico com elevada concentracdo de agucar, especialmente as que possuem fibras
sollveis. Neste caso, este tipo de levedura deve ser cuidadosamente selecionado, com base em
sua adaptabilidade na fonte do substrato. Portanto, devido a sua alta capacidade de
fermentacdo, a levedura € essencial no processo de fermentacdo para a producdo de
bebidas alcodlicas (MELO et al., 2007).

A Saccharomyces cerevisiae € universalmente empregada na producdo de bebidas
alcoolicas, em particular, a aguardente brasileira, a partir da fermentacdo da cana de acUcar
(RESENDE OLIVEIRA et al., 2018). A utilizagdo de leveduras selecionadas, especialmente
a S. cerevisiae, nas unidades de producdo de fermentacdo € uma alternativa aos
processos tradicionais, com uso de agentes biologicos naturalmente ocorrentes, na tentativa
de controlar o processo de fermentacdo da aguardente, bem como o uso de linhagens de
leveduras naturalmente ocorrentes que apresentam potencial de fermentacdo a partir de
substratos especificos, como a polpade manga. Para a producdo de aguardente é notavel que
a fermentacdo por selecdo de leveduras apresentem vérias vantagens sobre a fermentacdo
espontanea, como a minimizacdo da contaminacdo, reducdo do tempo de fermentacdo, alto
rendimento alcoolico, qualidade e producdo uniforme (FREITAS SCHWAN et al., 2001;
MALDONADO-CELIS et al., 2019).

A capacidade das leveduras de assimilar um grande numero de substratos organicos
expande sua capacidade de dispersdo e ocupacdo em nichos ecologicos que contém esses
substratos. Portanto, leveduras dos géneros Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Hansenula, Sporobolomyces, Kloeckera, Pichia, Metschnikowia, Saccharomyces, Bullera,
Torulaspora, Rhodotorula e Zygosacharomyces sdo bem diferenciadas com potenciais para a
producdo de diversas enzimas, tais como celulases, pectinases, lipases, proteases, xilanase e
varias outras que atuam em substratos diversificados nos nichos ecoldgicos, ressaltando assim
as ferramentas bioguimicas produzidas, através das habilidades potenciais destes agentes
bioldgicas, para uso industrial (CRUZ et al., 2019; LISZKOWSKA e BERLOWSKA, 2021).

Como a maioria das espécies de leveduras ndo apresenta caracteristicas patogénicas, e
seu uso se tornou mais facil na industria (CRUZ et al., 2019; STEENSELS et al., 2014),
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especificamente, a microbiota de frutas comestiveis, se ressalta este aspecto como uma grande
perspectiva de uso. Neste sentido, a manga apresenta uma microbiota favoravel ao uso
industrial e, portanto, foram os estudos preliminares planejados (BUENROSTRO-
FIGUEROA et al., 2018); (SURESH, ONKARAYYA, ETHIRAJ, 1982), que identificaram
as espécies Kluyveromyces marxianus, Candida krusei, Candida sorbose, Candida tropicalis, e
Candida diversa. Notadamente, a presenca de Candida spp. ndo é uma boa caracteristica, e
possivelmente, isto € o que ndo da o impulso certo para 0 uso desta fonte como matéria-prima
para novos produtos de fermentacdo. No entanto, o presente estudo baseia-se no fato dos
microrganismos naturais (endofitos) das frutas terem uma grande capacidade de assimilacao
das polpas de manga como substratos. Portanto, a presen¢a das Candida spp. contribui para o
sinergismo do processo, e 0 produto obtido € destilado e ndo carrega o agente bioldgico apds
0 processamento.

Neste estudo, foi intensificada a identificacdo de microorganismos que ocorrem
naturalmente na polpa de manga durante a sua fermentacéo. E de salientar que, geralmente, a
identificacdo de leveduras, por metodologia tradicional, é baseada na morfologia celular, em
reacOes que ocorrem durante uma fermentacdo padronizada e em testes de assimilacdo de
compostos definidos (KURTZMAN e FELL, 1998). Atualmente, estudos de diversidade e
taxonomia microbiana sdo desenvolvidos com base no conhecimento atual da taxonomia
polifasica, que integra diferentes dados e informacdes de analises fenotipicas, genotipicas e
filogenéticas para caracterizar o microorganismo estudado (GAROFALO et al., 2018).

Neste contexto, a identificacdo de espécies de microorganismos se baseia na obtencao
de material genético (DNA), que pode ser analisado através da aplicacdo de técnicas
moleculares rapidas como a Analise de Restricdo de DNA Ribosomal Amplificado
(ARDRA), Amplificacdo Aleatéria de DNA Polimérfico (RAPD), Polimorfismo de
Comprimento de Fragmento Amplificado (AFLP) e Polimorfismo de Comprimento de
Fragmento de Restricdo (RFLP). que € uma técnica que permite obter varias copias de um
determinado segmento de DNA, desde quantidades minimas, até ciclos repetidos de sintese
mediados por primers sintéticos, baseados no mecanismo utilizado pelas células durante a
replicacdo (KHOO et al, 2020). Estas técnicas tém maior seguranca e certificagdo quando o
microorganismo ja € conhecido ou quando realizado simultaneamente a identificacdo
morfofisiologica (ALBERTIN et al., 2016; LOPANDIC et al., 2008).

A andlise da sequéncia foi baseada nas buscas e compara¢des com as mesmas cepas

depositadas em bancos de dados, como Genbank, Mycobank, Ribosomal Database Project
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(RPD), para o estudo filogenético. As sequéncias de interesse obtidas e as de cepasde referéncia
(tipo cepa) foram selecionadas e submetidas a analise filogenética, utilizando ferramentas de
bioinformaticas, como os programas MEGA e Geneious. O alinhamento das sequéncias em
pares e o calculo das distancias genéticas entre elas foram utilizados para construir a arvore
filogenética com base no trabalho de Martins et al. (2014).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi isolar e identificar leveduras nativas, por
sequenciamento genético, da fermentacao espontanea da polpa de manga (Mangifera indica L.
var Bacuri) para aplicagdo futura, como a produgdo de aguardente a partir da polpa de

manga.

2. Material e Métodos
2.1 Isolamento, seleccéo e caracterizacgéo de leveduras

Todas as leveduras isoladas estavam presentes na fermentacdo espontanea da polpa de
manga (Mangifera indica L. var Bacuri). O fruto da manga foi coletado na cidade de Belém -
PA no pomar do campus experimental da EMBRAPA - Amazonia Oriental nas coordenadas
X: 01°14,4S - Y:48°26'35"W. Os frutos com estagio avancado de maturacdo foram
selecionados por suas propriedades sensoriais de cor, textura e aromada casca.

O procedimento de desinfeccdo dos frutos maduros utilizou alcool 70% (v/v) durante
10 minutos e, posteriormente, com hipoclorito de sédio 2% (v/v) durante 30 minutos. Apds o
procedimento asséptico, os frutos, manualmente polidos e esmagados, foram utilizados para a
analise da microbiota, também para a fermentacdo natural. A preparacdo do mosto (caldo)
apresenta a proporcdo de (1:2) polpa/dgua esmerilada, mantida a temperatura de 28°C por 7
dias. A cada 24 h, aliquotas de 1 mL foram retiradas e diluidas em 4,5 mL de uma solucéo
estéril de cloreto de sodio (9 g.L™).

A diluicdo em série comecou com a remocdo de uma aliquota de 1 mL da primeira
diluicdo, sob agitagdo constante, e transferida para um novo tubo com 4,5 mL de solucéo de
cloreto de sédio, repetindo o procedimento até chegar a 107, segundo Ferreira et. al. (2010).
Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram inoculadas por estrias em uma placa contendo
meio GPYA (20 g.L de “glicose, 5 g.L de peptona, extrato de levedura, 20 g.L de *agar e 0,1
g de cloranfenicol) e incubadas em um D.B.O a 30°C por 3 dias.

A caracterizacao fenotipica foi realizada ap0s trés dias de plantio, seguida da descri¢édo
de caracteristicas macroscopicas, como elevacgéo, aparéncia, cor, forma e superficie da colonia,

segundo Kurtzman e Fell (1998).
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2.2 ldentificacdo Molecular de Leveduras
2.2.1 Extracgdo de DNA de leveduras

A extracdo do DNA foi realizada pelo método de fenol-cloroférmio, conforme descrito
por Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989). As colbnias Unicas derivadas de células foram
dispersas como uma suspensdo coloidal em 300uL de solugdo TE (10mL Tris-Cl pH 8,0 -
1M; 2mL EDTA pH 8,0 - 0,5M), 615uL tampé&o de lise/ tampdo homogeneizador/solugédo de
proteinase-K foi adicionado e incubado em um banho de agua a 56°C durante 24h. Foi
adicionado 600uL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1 - pH 7,5-8,0), a solucgéo foi
suavemente misturada durante 10 minutos e centrifugada a 13.000 rpm durante 10 minutos. A
camada superior foi transferida para um tubo conico de polietileno de 2mL, adicionou-se
600uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e depois misturou-se suavemente durante 10
minutos e centrifugou-se as 13.000 rpm durante 10 minutos. A camada superior foi transferida
para um tubo cénico de 2mL de polietileno, 100uL de acetato de sédio gelado (3M, pH 4,8), e
500pL de isopropanol foram adicionados. A mistura foi centrifugada a 13.000rpm por 10
minutos, o sobrenadante foi removido, 500 pL de etanol foi adicionado, centrifugado a
13.000rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi removido, 80-100 pL de tampdo TE foi
adicionado e o material extraido foi armazenado em um freezer. A concentracdo de DNA foi
inferida em Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Cerca de 100ng
de DNA foi obtido paraamostras.

2.2.2 Amplificacdo de DNA por codigo de barras

Para identificacdo molecular de leveduras, foi realizada a Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) para amplificacdo do cddigo de barras universal ITS usando os primersITS-1
(5-TCC GTA GGT GAACCT GCG G-3') e ITS-4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC-3') (WHITE et al., 1990). O ensaio foi realizado em um volume final de 25,0 UL
contendo 1,0 M de solugdo Q® (Quiagen, Hilden, Alemanha), 4,0 mM de MgClz, 0,4 mM de
cada dNTP (deoxinucleotideo trifosfato), 1,0 mM de cada primer (ITS1/1TS4), 1U de Taq
DNA polimerase Platinum® (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) e 100ng de DNA. A reagéo
ciclica foi realizada em MG-96G MyGene = Gradient Thermal Cycler (Long Gene,
Hangzhou, China).

As condicGes de amplificagdo foram seguidas pela temperatura inicial de desnaturacéo

de 95°C durante 5 min, 35 ciclos a 94°C durante 1 min; recozimento primario a 55,5°C
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durante 2 min; e extensdo a 72°C durante 2 min, e terminada com umaextensdo final de 72°C
durante 10 min (WHITE et al., 1990). Para a visualizacdo dos amplicons resultantes, o
produto PCR foi submetido a electroforese em gel de agarose.

A eletroforese foi realizada em um gel de agarose a 1,5% preparado com tampdo Tris-
Boric-EDTA (0,5 M, pH 8,0). Cinco microlitros de SYBR Safe foram adicionados asolucéo de
fusdo do gel de agarose como o composto fluorescente revelador. A eletroforese foi realizada
a 600 mA e 120 V por 45 minutos. As bandas obtidas foram visualizadas em um
transiluminador (UvP Bioimaging Systems Epichemi Darkroom). Asamostras positivas foram
reavaliadas por PCR e purificadas usando o kit de purificagdo PureLink PCR (Invitrogen,

Waltham, MA, EUA) para sequienciamento.

2.2.3 Sequenciamento genético

O produto PCR purificado foi utilizado para sequenciacdo genética com osiniciadores
ITS-1 e ITS-4. Reacgdes de amplificagao foram realizadas usando BigDye™ Terminator v3.1
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) de acordo com as recomendacfes do
fabricante. As duas direcOes foram sequenciadas para cada isolado. Os produtos de
sequenciagdo de purificagdo foram realizados utilizando o BigDye XTerminator™ Kit de
purificacdo (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A eletroforese capilar foi realizada no sequienciador automatico
ABI3130XL Genetic Analyzer. A sequéncia canonica gerada foi comparada com a base de

dados do GenBank utilizando o programa BLAST para identificacdo molecular.

2.2.4 Reconstrucdo filogenética

Sequéncias com alta similaridade (>98%) foram consideradas para basear a
reconstrugdo filogenética e para obter um conjunto de dados. A &rvore baseada em ITS foi
obtida pelo método de Maxima Probabilidade (ML) aplicando 1.000 réplicas de bootstrap
(HILLIS; BULL, 1993), com distancia evolutiva calculada pelo modelo Kimura 2-parametros
(K2P) e distribuicdo gama (G). A reconstrugdo filogenética foi realizada em MEGA 7
(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016).

2.3 Caracterizacgdo bioquimica

Para a caracterizacdo bioquimica, foi utilizado o sistema comercial padronizado
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VITEK 2. Apenas um isolado de cada espécie de levedura foi selecionado para identificacéo
pelo sistema VITEK 2. A suspenséo de levedura foi preparada numa concentracdo entre 1,8 e
2,0 na escala McFarland (densitometro -bioMérieux, Franc¢a) utilizando uma solucéo salina a
0,45%. Em seguida, a suspensao fangica foi inoculada nos cartGes de identificacdo e os
resultados foram lidos ap6s 18 h de incubagdo, seguindo as instru¢cbes do fabricante
(bioMérieux, Franca).

3. Resultados e Discusséo
3.1 Isolamento, seleccdo e caracterizacdo de leveduras

Oitenta linhagens isoladas de leveduras foram obtidas a partir da fermentacao natural
da polpa de manga. Todas as col6nias analisadas foram diferenciadas de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas macroscopicas e tipos representativos, resultando em leveduras
isoladas com aspectos semelhantes. Foram observadas colbnias brancas a marrons, com
bordas regulares ou franjadas, textura cremosa e topografia lisa ou &spera (Figura 1). Todas

elasapresentaram elevagdo convexa e crescimento satisfatorio nos trés dias de incubag&o.

Figura 1: Morfologia da colénia e caracteristicas observadas a partir das leveduras recuperadas. A:
MIBA 781; B: MIBA 782; C:783; D: 784; E: 785; F: 786.

Tradicionalmente, as leveduras sdo caracterizadas, classificadas e identificadas através

de caracteristicas morfologicas e fisiologicas. Para a identificagdo especifica, os estudos de
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requisitos bioquimicos e nutricionais sdo mais relevantes que os tragos morfoldgicos e sexuais,
que sdo importantes na determinacdo do género (BIALKOWSKA et al., 2017). A
identificacdo dos isolados de leveduras e suas caracterizacbes sao muito relevantes para a
fermentacao industrial, desde que a qualidade da bebida seja conseqiiéncia da diversidade e
composicdo dos microorganismos, assim como sua dindmica e freqiiéncia de aparecimento
(GUERRA et al., 2001). Neste caso, as colonias isoladas e identificadas apresentam os
cddigos MIBA-781, MIBA-782, MIBA-783, MIBA-784, MIBA-785, e MIBA-786.

3.2 Identificagdo molecular por sequenciacao de leveduras

A identificacdo molecular foi baseada na regido ITS do codigo de barras de DNA e
demonstrou que todos os 80 isolados investigados pertenciam a classe Saccharomycetes,
Phylum Ascomycota. Foram identificadas linhagens representativas de quatro espécies
diferentes: Saccharomyces cerevisiae com 53 isolados; Hanseniaspora opuntiae (n=12);
Candida haemulonis (n=5); Meyerozyma guilliermondii (n=10), com semelhanca de 98% a
100% com as sequéncias depositadas no GenBank (Tabela 1). Esta confirmacdo pode ser
ressaltada por identificaces anteriores que descreveram que 2% é uma margem aceitavel para
divergéncias intra-especificas em Ascomycota nas sequiéncias da regido STI (NILSSON et al.,
2008).

Tabela 1. Identificacdo da levedura no GenBank

Isolado Semelhanga Similaridzilde - GenBzf\n_k (nome

(%) deformacéo daespécie)
MIBAT780 100 703/703 (100%) - Saccharomyces cerevisiae
MIBA781 99 7271728 (99%) - Saccharomyces cerevisiae
MIBA782 100 630/630 (100%) - Saccharomyces cerevisiae
MIBAT783 99 616/617 (99%) Saccharomyces cerevisiae
MIBA784 100 392/392 (100%) Hanseniaspora opuntiae
MIBA785 100 372/372 (100%) Candida haemulonis
MIBAT786 100 577/577 (100%) Meyerozyma guilliermondii

Existem alguns estudos sobre a microbiota da manga, mas existem apenas duas
publicacbes com microorganismos isolados da polpa da manga; a primeira foi que os
microorganismos foram isolados da fermentacdo do suco de manga de duas variedades
diferentes, utilizando andlises morfoldgicas e fisioldgicas (SURESH; ONKARAYYA,
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ETHIRAJ, 1982), e a segunda foi que os microorganismos de diferentes géneros foram
encontrados em duas variedades do fruto, tais como, os géneros Metschnikowia, Pichia, e
leveduras ndo-poros dos géneros Kloeckera, Candida, Torulopsis, Rhodotorula,
Trichosporon, e Aureobasidium. Apesar de terem sido isolados da fermentacdo do suco,
nenhum microorganismo do género Saccharomyces foi isolado, mas foram analisadas a regiéo
do gene 18S para duas variedades de manga (variedades Tommy e Haden), com base no
sequenciamento e reconstrucdo filogenética e, se recuperou 0 microrganismo Kluyveromyces
marxianus (BUENROSTRO-FIGUEROA et al., 2018).

A qualidade da aguardente é altamente relacionada a ecologia microbiana e suas
populacdes durante o processo de fermentacdo, esses fatores sdo determinantes para o
rendimento do etanol e a producdo de compostos secundarios (GOMES et al., 2009). Deste
modo, 0S microorganismos naturais, especialmente as leveduras, devem apresentar
potencialidades especificas em seu substrato natural. Portanto a busca pela caracterizacdo da
flora microbiana permitird maior controle e confiabilidade no processo de fermentacdo
(BAGHERI; BAUER; SETATI, 2017). Sabe-se que o uso de leveduras selecionadas, na
maioria dos casos, aumenta a produtividade e melhora a qualidade do produto, especialmente 0s
niveis de acidez e concentracdo de alcoois mais elevados (PATARO et al., 2000). Vicente et
al. (2007), também observaram que a utilizacdo de indculos, com cepas de leveduras
selecionadas, pode aumentar a produtividade e o rendimento da fermentacdo, bem como a
producdo de ésteres e alcoois superiores, que sdo responsaveis pelo aroma da bebida. Além
dessas propriedades, e de seu potencial de floculacdo, as linhagens selecionadas apresentam
maior resisténcia as condi¢des de estresse fermentativo, como altas concentragdes de sacarose
e etanol, e alta temperatura de operacdo (ARAUJO et al., 2006).

As cepas de S. cerevisiae, isoladas da fermentacdo da cana de acucar, utilizando a
técnica RAPD-PCR, demonstraram diferencas entre os isolados. Essas diferencas podem estar
associadas a existéncia de muitos gendtipos individuais entre as espécies e provavelmente
resultaram de mutagdes pontuais ou pequenas delecdes (GUERRA et al., 2001).

Para melhorar a observacéo, a Figura 2 mostra a classe Saccharomycetes que se isola
na disposicdo da arvore filogenética. As distancias genéticas entre as linhagens foram
representadas pela construcdo de um dendrograma agrupado pela méxima probabilidade,
representando as relacGes dos isolados com seus parentes filogenéticos mais proximos. A
classificacdo Otima das leveduras deve ser baseada na filogenia dos microorganismos, pois a

relacdo classificagcdo-filogenia, permite prever as semelhancas genéticas entre
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microorganismos, fornecendo informacGes necessérias para a descoberta e avaliagdo da
semelhanca entre linhagens e espécies, resultando em um melhor entendimento da evolugdo
da levedura (MATIENZO, 2002).

A analise de vizinhanca demonstrou que as cepas identificadas estdo intimamente
relacionadas com as leveduras que constituiram o clade Saccharomyces em comparagdo com

outras leveduras ndo-Saccharomyces.

MHO030121 cerevisae
EU719073 cerevisae
KX824758 cerevisae
LC413770 cerevisae
100 |LC413776 cerevisae
MH608341 cerevisae
® MIBA 783 cerevisae
@ MIBA 782 cerevisae
83 @ MIBA 781 cerevisae
@ MIBA 780 cerevisae
@ MIBA 784 opuntiae
MG871180 opuntiae
KY497945 opuntiae
KX015895 opuntiae
LN870331 opuntiae
@ MIBA 786 guilliermondii
MG846137 guilliermondii
100 100 LC412713 guilliermondii
HM588764 guilliermondii
HQ693802 guilliermondii
@ MIBA 785 haemulonis
KP862806 haemulonis
100 KY 102120 haemulonis
JX459684 haemulonis
KT257660 haemulonis
NR_130669 haemulonis
 EU343950 Wickerhamia fluorescens

] EU343950 Sporopachydemia lactativora
Figura 2. Anélise Filogenética Molecular pelo Método da Mé&xima Verossimilhanga
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A historia evolutiva inferida, usando o método da Méaxima Probabilidade, baseada no
modelo de 3 pardmetros de Tamura € um modo claro de explicagdo [1]. A arvore como a
maior probabilidade de tronco (-1861,78) pode explicar as filogenias. A percentagem de
arvores em que 0s taxons associados se agruparam é mostrada ao lado dos ramos. A(S)

arvore(s) inicial(is) para a busca heuristica, mostrando automaticamente pela aplicacdo dos
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algoritmos Neighbor-Join e BioNJ a uma matriz de distancias em pares, é estimada usando a
abordagem de Maxima Probabilidade Composta (MCL) e entdo seleciona a topologia com
valor superior de probabilidade logaritmica. Uma distribuicdo Gama discreta usada para
modelar diferencas de taxa evolutiva entre locais (5 categorias (+G, parametro = 6.1462)). A
arvore desenhada a escala com comprimentos de ramos medidos no numero de substituicGes
por local é o foco. A andlise envolveu 28 seqliéncias de nucleotideos. As posi¢bes de codon
incluidas foram 12+23+3%+Noncodificacdo. N&o existem posi¢des contendo lacunas e dados
em falta. Houve um total de 310 posi¢des no conjunto de dados final. As analises evolutivas
tiveram lugar no MEGAY. Embora as cepas MIBA 780, MIBA 781, MIBA 782 e MIBA 783
tenham sido isoladas da polpa de manga, elas apresentam diferencas nas suas sequéncias.
Estas variacOes genéticas sugerem a presenca de mais distingdes entre o genoma da levedura
e podem contribuir para a variedade de caracteristicas organolépticas do produto fermentado.

3.3 Caracterizacdo bioquimica

As cepas de levedura, recuperadas da manga apresentam caracterizagdo biogquimica
essencial para o controle de qualidade do produto final e processo de fermentacdo, e a
metodologia aplicada deve relatar caracteristicas que as descrevem comotendo a capacidade de
assimilar os substratos disponiveis. Testes desta natureza foram aplicados as linhagens
isoladas e s@o descritos na Tabela 2, com os seus perfis de assimilagéo de carbono, com base
nos substratos presentes no cartdo de identificacdo VITEK® 2 YST (bioMérieux, Marcy-
I'Etoile, Franca).

E de salientar que, das 4 cepas de Saccharomyces cerevisiae, duas apresentaram
pequenas diferencas quanto a assimilacdo de 2 compostos; para MIBA 780 e 781 ndo houve
assimilacdo de n-acetilglucosamina, mas houve a assimilagdo de 2-keto-D-gluconato por
MIBA 781.

Com base na andlise VITEK 2, a base de dados do sistema identificou o
microorganismo como Saccharomyces cerevisiae com 93% de probabilidade para MIBA 780,
782, 783 e baixa confiabilidade para MIBA 781. O MIBA 785 foi identificado como Candida
haemolunis com 92% de probabilidade, de acordo com os achados de identificagdo molecular
realizados no presente trabalho. Para Fernandez-Espinar et al. (2001), as cepas de S.
cerevisiae diferem significativamente em seu desempenho fermentativo e em sua contribuigédo

para o aroma e qualidade final da bebida, entretanto, a maioria dessas cepas pertence a espécie
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S. cerevisiae, 0 que limita o uso de métodos morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos
classicos para sua distingdo. Assim, para a melhoria do processo industrial de producdo de
aguardente, o conhecimento da bioquimica e fisiologia dos microrganismos envolvidos é
fundamental. Portanto, o sistema VITEK 2 mostrou-se eficiente na identificacdo de alguns
microorganismos, embora Hamoudi et al. (1984) tenham concluido em seus estudos que este
sistema deve ser usado com cautela na identificacdo de microorganismos, devido a sua base

de dados ser restrita.



Tabela 2. Perfil bioquimico da levedura de polpa de manga recuperada, avaliada pelosistema automatico VITEK 2.

MIBA MIBA MIBA MIBA MIBA MIBA MIBA

Ensaio de detecgdo dos substratos 780 781 782 783 784 785 786
Substratos especificos Linhagens de leveduras

L-Lisina ARILAMIDASE - - - - -

Assimilacdo L-MALATE - - - - + - _
Leucina -ARILAMIDASE + + + + + + +
ARGININA - - - - + + +
Assimilagdo do Erythritol - - - - - - +
Assimilacdo GLICEROL - - - - + - +
Tirosina ARILAMIDASE - - - - - + -
B-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE - - - - - - -
Assimilacdo de ARBUTIM - - - - + - _
AMYGDALIN Assimilagdo - - - - - - -
D-GALACTOSE Assimilagdo + + + + + - -
GENTIOBIOSE Assimilagdo - - - - + - -
Assimilacdo D-GLUCOSE + + + + + + +
Assimilacdo do LACTOSE - - - - - - _
Metilo a-D-glucopiranosideo - - - - + - -
Assimilacao

D-CELLOBIOSE Assimilagao - - - - + - -
v-glutamiltransferase - - - - - R +
D-MALTOSE Assimilagao - - - - + + -
D-RAFFINOSE Assimilagdo + + + + + - -

PNP-N-acetil-BD-

galactosaminidase 1 - - - - - - R
Assimilacao D-MANOSE + + + + + + R
D-MELIBIOSE Assimilagao - - - - - - -
D-MELEZITOSE Assimilagdo - - - - + - -



L-SORBOSE Assimilacdo
L-RAMNOSE Assimilacdo
Assimilacdo do XYLITOL
Assimilagdao D-SORBITOL
SUCROSE Assimilagdo

UREASE

ALFA-GLUCOSIDASE
D-TURANOSE Assimilacdo
D-TREALOSE Assimilacdo
Assimilacdo NITRATA
L-ARABINOSE Assimilagdo
D-GALACTURONATO Assimilacdo
AESCULIN Hidrélise
Assimilacdo do L-GLUTAMATE
D-XYLOSE Assimilacao
Assimilacdo DL-LACTATE
Assimilacdo de ACETATO
Assimilacdo do CITRATO
(SODUIM)

Assimilacdo do GLUCURONATO
Assimilacdo L-PROLINE
Assimilacao do 2-keto-D-
gluconato

Assimilagdo da N-
acetilglucosamina
Assimilagdo do D-GLUCONATE

+ +

+ +

+ 4+

+

+ 4+

+

o 4+ o+ 4+ + o+

+ 4+

+ 4+ 4+ o+ o+ 4

(+): positivo; (-): negativo; Assimilagéo do substrato

76
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4. Conclusodes

A microbiota extraida da polpa do fruto da manga bacuri, durante a fermentacéo
espontanea provou sua disponibilidade microbiana de cepas de leveduras capazes de assimilar
acucares na fermentacéo, especificamente, cepas da espécie S. cerevisiae. O perfil bioquimico
evidenciou as diferentes caracteristicas de assimilacdo destas cepas isoladas, que podem
influenciar a producéo de fermentados alcodlico da manga, bem como as suas propriedades
organolépticas. Este trabalho apresenta um conjunto de leveduras, que foram devidamente
isoladas e identificadas com potencial biotecnolégico em um processo de fermentacdo, e que
podem contribuir para os futuros processos de fermentacdo de M. indica var. bacuri ou outros
frutos gerando produtos nobres.
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Desenvolvimento de Método Analitico, por Espectroscopia na Regido do
Infravermelho Médio e Calibracdo Multivariada, para Quantificacdo do
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RESUMO

O desenvolvimento de métodos analiticos fiaveis para o controlo e monitorizacdo da qualidade
do produto final é uma exigéncia do mercado consumidor e dos organismos de inspeccao e
regularizacdo, é essencial para a inddstria que sejam também convenientes do ponto de vista
técnico e de custo. E simples e réapido de aplicar, reduzindo consideravelmente fases de
producdo e perdas. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um método para a
determinacéo do teor de etanol e outros subprodutos, tais como aldeidos, ésteres e acidos, de
forma verde, rapida e barata, em fracdo destilada de esterco fermentado de polpa, utilizando

espectroscopia na regido do médium infravermelho e calibracdo multivariada.

PALAVRAS-CHAVE: Fermentagéo. Quantificacdo de Etanol. Infravermelho.
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ABSTRACT

The development of reliable analytical methods for controlling and monitoring the quality of
the final product is a requirement of the consumer market and inspection and regularization
bodies, it is essential for the industry that they are also convenient from a technical and cost
point of view. It is simple and quick to apply, reducing considerably production phases and
losses. The objective of this work was the development of a method for the determination of
ethanol content and other by-products, such as aldehydes, esters and acids, in a green, fast and
inexpensive way, in distilled fraction of fermented slurry manure, using spectroscopy in the

infrared medium region and multivariate calibration.

KEY WORDS: Fermentation. Ethanol Quantification. Infrared.

1.INTRODUCAO

A producéo de &lcool a partir da fermentacdo de matérias-primas ricas em carboidratos
é uma das vias mais importantes para obter bebidas alcodlicas e produtos alcodlicos de alto
valor acrescentado (alcool anidro, alcool aromatizado, aguardente, etc.). Importante setor da
industria do alcool. As técnicas analiticas modernas incorporam uma série de metodologias,
sendo as baseadas na cromatografia gasosa (CG) as mais utilizadas pela industria e
reguladores no controle de qualidade destes produtos. No entanto, é demorado e requer um
pré- tratamento da amostra para poder ser aplicado com bons resultados. A espectroscopia
infravermelha tem sido frequentemente aplicada como um método analitico que fornece
resultados suficientes na determinacao dos aspectos funcionais das moléculas organicas e dos
parametros qualitativos dos produtos agricolas e alimentares. Aplicagdes recentes tém sido
feitas nas industrias de Oleo, téxtil, carvdo, cosmética, polimeros, quimica, tintas,
farmacéutica, sendo também aplicadas na restauracdo de imagens decorativas de pinturas
historicas. Métodos baseados na MID sdo ambientalmente limpos porque ndo requerem 0 uso
de solventes, ndo geram residuos quimicos, podem nao requerer qualquer pré-tratamento da

amostra, no entanto, o seu uso deve ser acompanhado pela aplicacdo de métodos
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quimiométricos que permitam a resolucdo de problemas de selectividade Interferéncia sem
comprometer a precisdo e precisdo. O desenvolvimento destes métodos requer um modelo de
calibracdo robusto que incorpora todas as possibilidades de fontes de variacdo, melhorando
assim o controle de qualidade dos produtos. (FERREIRA, BRAGA e SENA, 2013).

2. METODOLOGIAS
2.1 A coleta do material

O material botanico, manga (Mangifera indica L.) variedade Bacuri foram coletados
em Belém - PA no campus experimental EMBRAPA - Amaz6nia Oriental, nas coordenadas
X: 01°14,42S - Y: 48°26'35 "O, Sendo escolhida pela sanidade e auséncia de lesGes.

2.2 Processamento, polpacgdo e caracterizacdo da polpa e do material fermentado

Os frutos foram cozidos e higienizados por imersdo em solucdo de hipoclorito de
sodio a 2% (v/v) durante 15 minutos, enxaguados em &gua destilada. As cascas e sementes
foram retiradas manualmente, a polpa foi cortada em cubos e moida no liquidificador,
armazenada em sacos plasticos de polietileno (2L) e resfriada a - 20 C até a realizacdo das
analises e preparacdo do mosto para fermentacdo. Para a caracterizacdo, foram realizadas as
seguintes analises: Acidez Total Titratavel (ATT) e Solidos Soluveis Totais (SST) de acordo
com IAL (2008); Acucares Redutores Totais (TRS) de acordo com Miller (1959) e Hidrogénio
Potencial-PH AOAC (2007)

2.3 Preparacao da polpa de manga para a fermentacgao
Uma mistura de polpa e &gua (1:1) tinha adicionado sacarose até que os sélidos
solGveis totais (SST) fossem ajustados a 15 °Brix, e esterilizados a 121 °C (1Kgf/cm2) durante

15 minutos.

2.4 Fermentacao

A fermentagéo foi realizada utilizando um sistema semi-fechado e estatico, num tambor
de polipropileno de 5L equipado com um mecanismo para promover a libertagdo de CO2. Para
0 processo de fermentacdo, foram adicionados 9 g/L de células secas de Saccharomyces
cerevisiae. A fermentacdo ocorreu a 30 °C durante 15 horas, de acordo com a metodologia

descrita em Alvarenga et. al. (2013).
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2.5 Destilagdo

O material fermentado foi filtrado em um tecido de algoddo e a destilacdo foi
processada em uma coluna de vidro de destilacdo fracionada de 1,20 m de altura. O vapor

destilado funcionou a 93 a 98° C durante 120 minutos.

2.6 Quantificacao de etanol por Espectroscopia de Infravermelho Médio

A concentracdo de etanol foi determinada a partir da relacéo linear entre concentracao
e absorbancia (Lei Lambert-Beer) dos espectros registrados na regido do infravermelho
médio. Para a construgdo da curva analitica, foram preparadas solu¢des padrdo de etanol nas
concentracdes percentuais de etanol (V/V) de 10, 50, 90 e 100%. Os espectros dos padrdes e
amostras foram registrados em um espectrébmetro da marca BRUKER, transformada de
Fourier modelo vértice 70v (FT-IR) e acessorio de reflexdo total atenuada (ATR) a 23 C °,com
32 varreduras na faixa espectral 4000-400 cm -1 e resolucéo de 4 cm -1.

2.6.1 Tratamento dos dados espectrais e quantificacdo da construgdo do modelo por
minimos quadrados parciais (PLS)

Para o calculo e construcdo dos modelos de calibracdo multivariada (PLS) seré
utilizado o software Unscrambler 9.1.7. Quanto ao pré-processamento, a normalizacao vetorial
e a centralizacdo dos dados serédo testadas separadamente, derivadas (primeira e segunda) para
melhorar a resolucgéo espectral. O ajuste, expresso pelo software coeficiente de determinacao
(R2) juntamente com o numero de variaveis latentes (LVs), estes dois parametros sdo inversos,
embora expressem o ajuste do modelo, quanto menor o nimero de LVs, melhor e mais ajustado
é 0 modelo da moda; o erro quadratico médio quadratico médio (RMSEC), a previsao do erro
quadratico médio quadratico médio (RMSEP) expressam a precisdo do modelo.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os dados do perfil SST, SRP, acidez e pH. Analisando os resultados
obtidos, verificou-se que ao final da fermentacdo houve uma diminui¢do na concentracdo do
SFA e do STR, respectivamente 77% e 83%, causada pela agcdo do microorganismo.
Verificou-se também que houve aumento sutil do pH e da acidez das amostras, 0 que mostra
que ndo houve producdo excessiva de acido. Um alto indice de acidez confere ao produto um

sabor desagradavel de vinagre.
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Polpa Fermentado Destilado
Acidez Titratavel (g / 100 mL) 0.31 0.33 -
Sélidos Soluveis Totais (SST) (°Brix) 13 3 -
Acucares Redutores Totais (ART) (g/ L) 6.58 1.17 -
pH 3.49 3.78 -
Etanol% (v/v) - - 91

A fermentacdo ocorreu de forma satisfatéria, ao ponto de a levedura ndo poder
fermentar os agUcares disponiveis devido a falta de nutrientes, e o excesso de alcool no meio.
Apo6s a filtracdo, foram obtidos 2800 mL de material fermentado e o etanol obtido na
destilacdo atingiu um volume de 106 mL. A Figura 2 ilustra os espectros infravermelhos para
as solucdes padrdo de etanol preparadas para a construgdo da curva analitica e da amostra. As
faixas de destaque em 1150 e 1100 cm -1 respectivamente correspondem a estiramentos
simétricos e assimétricos das conexdes de acoplamento do CCV no etanol com absorvancia
proporcional a concentracdo. Sera utilizado o método de selecdo do nimero de ondas dos
dados espectrais na faixa de 1120-1000 cm -1 para construir 0 modelo matematico para
quantificar os minimos quadrados parciais (PLS). A qualidade dos modelos construidos sera
avaliada de acordo com os pardmetros descritos na sec¢do 2.7 e aplicada na determinacéo do

teor alcodlico das amostras.

Figura 2: Espectros de infravermelho das soluc¢des padréo e etanol obtido do mosto fermentado da

manga por destilacao.
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4, CONCLUSOES

A metodologia de obtencdo do &lcool é répida e satisfatéria quando aplicada a polpa
da manga com leveduras comerciais (Saccharomyces cerevisiae), resultando em um produto
final de alto teor alcodlico. A espectroscopia IR provou ser uma técnica precisa, que foi rapida
e simplesmente aplicada para determinar o teor alcodlico do produto obtido pela destilagdo da
manga fermentada da manga. Os dados espectrais registrados para solu¢fes padrédo e amostras
serdo utilizados na construcdo de modelos de quantificacdo multivariados para etanol e outros
subprodutos produzidos pela fermentacdo e que seus niveis sdo indicativos de parametros de
qualidade do produto final. Devido a simplicidade do processo, a fermentacdo alcodlica da
manga é uma pratica viavel para os pequenos produtores, visando fabricar a manga e,
conseqiientemente, proporcionar uma nova fonte de renda. A otimizacdo do processo de
fabricacdo estd em desenvolvimento para a obtencdo de um grau alcodlico satisfatério, a fim

de classificar o produto como aguardente de frutas.
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Conclusdo Final

Ao final desse trabalho a manga mostrou ser um substrato de potencial altamente
biotecnoldgico, por ser capaz de desenvolver em sua microbiota uma diversidade de leveduras
com caracteristicas e potencialidades diferentes. O conhecimento das caracteristicas da
diversidade de leveduras selecionadas bem como suas propriedades bioquimicas, tende a
subsidiar processo futuro de producdo de aguardente de manga utilizando microrganismo
naturalmente ocorrentes de forma a favorecer a geracdo de um produto sustentavel. Assim
este estudo contribuiu para catalogar microrganismos locais isolados no estado do Pard e
fornecer informacGes adicionais para apoiar futuras pesquisas sobre o potencial industrial

desses microrganismos, e geracao de produtos.
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