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RESUMO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de frutas do mundo, com destaque para as frutas
nativas, que possuem potencial para serem exploradas através das mais variadas tecnologias,
como a fermentagdo alcodlica. Este tipo de processo pode ser empregado para a elaboracdo de
bebidas com baixo teor alcodlico e ricas em antioxidantes naturais. Formas para otimizar o
processo fermentativo também vém sendo amplamente estudadas, como a adicdo de enzimas
e o tratamento com ultrassom. A uvaia, fruta nativa do Sul do Brasil, tem sido objeto de
muitas pesquisas por sua composi¢cdo quimica rica em compostos bioativos, entretanto, sua
produgdo ainda ¢ limitada e seu consumo realizado majoritariamente in natura. Nesse sentido,
se faz necessario o estudo de novas formas de consumo desta fruta, a fim de trazer inovagao
para o mercado, aumentar sua producdo e agregar valor aos frutos nativos do Sul. Portanto, os
objetivos deste trabalho foram realizar um estudo prospectivo cientifico e tecnolégico em
torno dos fermentados de frutas de baixo teor alcoolico, e avaliar a influéncia de tratamentos
pré-fermentativos utilizando enzima e ultrassom nas propriedades bioativas do fermentado de
uvaia de baixo teor alcoodlico. Inicialmente foi realizada uma revisdo bibliografica que
discorreu sobre os principais topicos envolvendo a elaboracdo de fermentados de frutas de
baixo teor alcodlico, enfatizando o potencial de exploracio da uvaia. Em seguida, a
prospeccao cientifica e tecnologica realizada nas bases de dados do Scopus e Espacenet®,
encontrou 354 artigos cientificos € 411 documentos de patentes, dos quais 52 € 99 foram
selecionados para analise, respectivamente. Os dados observados mostraram a crescente do
mercado de fermentados de frutas de baixo teor alcodlico, sendo a China a principal detentora
dessa tecnologia, e a uva e a maca as principais frutas utilizadas como matéria-prima. Em uma
terceira etapa foi avaliada a influéncia de quatro tratamentos pré-fermentativos utilizando
enzima e ultrassom nas propriedades quimicas do fermentado de uvaia, realizando o
acompanhamento do processo fermentativo e a caracterizacdo dos mostos e fermentados.
Foram realizadas andlises fisico-quimicas e de cor, determinacdo dos acucares, acidos
organicos alifaticos. A composi¢do fendlica total, individual e atividade antioxidante, também
foi analisada, além dos efeitos da digestdo gastrointestinal in vitro sobre esses parametros.
Dentre os tratamentos realizados na pré-fermentagdo, o enzimatico assistido por ultrassom se
destacou apresentando o maior teor de dcido malico, o menor teor alcoolico (3,71%), o maior
teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante, além de apresentar forte
associacdo com varios flavonoides e com acidos como o sindptico, 3,4-dihidroxibenzoico,
cafeico, p-cumdrico, siringico e benzoico. Na digestdo in vitro esse mesmo tratamento
apresentou, na fase intestinal, um aumento de 50% na atividade antioxidante (ABTS), essa
mesma atividade apresentou forte correlagdo com o acido p-cumarico durante a digestdo, o
qual por sua vez, foi o majoritirio na fase intestinal (113,40 pg/L) dessa amostra. Diante
disso, conclui-se que a utilizagdo de tratamento enzimatico combinado com ultrassom
influenciou positivamente a composicdo quimica do fermentado de uvaia de baixo teor
alcodlico, se tornando uma alternativa para exploragdo e valorizagdo de frutas nativas da
regido Sul do Brasil.

Palavras-chave: Fermenta¢ao; Baixo teor alcodlico; Fruta nativa; Enzima; Ultrassom.



ABSTRACT

Brazil is one of the largest fruit producers in the world, with an emphasis on native fruits,
which have the potential to be exploited through the most varied technologies, such as
alcoholic fermentation. This kind of process can be applied to the preparation of beverages
with low-alcohol content and rich in natural antioxidants. Ways to optimize the fermentation
process have also been widely studied, such as the addition of enzymes and ultrasound
treatment. The uvaia, a fruit native to southern Brazil, has been the subject of much research
due to its chemical composition rich in bioactive compounds, however, its production is still
limited and its consumption is mostly in natura. In this sense, it is necessary to study new
forms of consumption of this fruit, to bring innovation to the market, increase its production
and add value to the native fruits of the South. Therefore, the objectives of this work were to
carry out a scientific and technological prospective study on fermented low-alcohol fruit
products and to evaluate the influence of pre-fermentative treatments using enzymes and
ultrasound on the bioactive properties of low-alcohol fermented grapefruit. Initially, a
bibliographic review was carried out that discussed the main topics involving the elaboration
of low-alcohol fruit fermented products, emphasizing the potential for exploitation of uvaia.
Then, the scientific and technological prospection carried out in the Scopus database found
354 scientific articles and 411 patent documents, of which 52 and 99 were selected for
analysis, respectively. The observed data showed the growing market for fermented low-
alcohol fruit products, with China being the main holder of this technology, and grapes and
apples being the main fruits used as raw materials. In a third step, the influence of four pre-
fermentation treatments using enzyme and ultrasound on the chemical properties of the
fermented grapefruit was evaluated, monitoring the fermentation process and characterizing
the musts and fermented products. Physical-chemical and color analyses, determination of
sugars, and aliphatic organic acids were carried out. Individual total phenolic composition and
antioxidant activity were also analyzed, in addition to the effects of in vitro gastrointestinal
digestion on these parameters. Among the treatments carried out in the pre-fermentation, the
enzymatic one assisted by ultrasound stood out, presenting the highest content of malic acid,
the lowest alcohol content (3.71%), the highest content of total phenolic compounds, and
antioxidant activity, in addition to presenting a strong association with several flavonoids and
with acids such as synaptic, 3,4-dihydroxybenzoic, caffeic, p-coumaric, syringic and benzoic.
In in vitro digestion, this same treatment showed, in the intestinal phase, a 50% increase in
antioxidant activity (ABTS), this same activity showed a strong correlation with p-coumaric
acid during digestion, which in turn was the major in the intestinal phase (113.40 pg/L) of this
sample. Given this, it is concluded that the use of enzymatic treatment combined with
ultrasound positively influenced the chemical composition of fermented low-alcoholic uvaia,
becoming an alternative for the exploration and valorization of fruits native to the southern
region of Brazil.

Keywords: Fermentation; Low-alcohol content; Native fruit; Enzyme; Ultrasound.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui caracteristicas geograficas e climaticas favoraveis para a producao de
frutas, ainda assim existem inumeras espécies frutiferas nativas e exoticas com potencial
econdmico e nutricional que permanecem inexploradas. O consumo dessas frutas ¢
considerado parte importante de uma dieta saudavel por serem fontes de compostos bioativos
como fendlicos, carotenoides, vitaminas e minerais, além de possuirem uma elevada atividade
antioxidante, exercendo um papel essencial na prevencdo de doengas como cancer e
disfungdes cardiovasculares. Essas caracteristicas podem estimular as industrias alimenticias a
utilizar essas frutas ndo convencionais no desenvolvimento de novos produtos como sucos e
bebidas, por exemplo. (SCHIASSI ef al., 2018).

A tecnologia de fermentacdo alcodlica ¢ uma excelente alternativa de exploragdo
dessas frutas, uma vez que qualquer outra fruta além da uva pode ser submetida ao processo
de fermentagdo, gerando produtos com caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e
nutricionais aprimoradas, além de ampliar as possibilidades de inovagdo (SWAMI;
THAKOR; DIVATE, 2014). Apesar das bebidas alcodlicas serem mundialmente
comercializadas, seus consumidores, € a sociedade como um todo, tem estado cada vez mais
alertas aos maleficios a saude que estao ligados ao consumo excessivo de alcool, por isso tem
se observado uma tendéncia na busca por bebidas sem alcool ou com teores alcodlicos
reduzidos (BUCHER; DEROOVER; STOCKLEY, 2018).

Esses fermentados alcoolicos de frutas com baixo teor alcodlico, em especial aqueles
que utilizam frutas ndo convencionais, também vém ganhando espago na comunidade
cientifica, como a jujuba (Ziziphus jujuba Mill.) originaria da Asia (YUAN et al., 2022), ou a
pitaya (Hylocereus costaricensis) que tem origem no México Central e América do Sul
(JIANG; LU; LIU, 2020a). Frutas nativas brasileiras com origem nos biomas da Amazonia
também ja vém sendo exploradas para producdo de bebidas alcodlicas como por exemplo o
araga-boi (Eugenia stipitata McVaugh.) (SOUZA et al., 2022). Apesar disso, sdo escassos
estudos que compilem dados cientificos e tecnoldgicos acerca desse tipo de produto.

Nesse sentido, a uvaia (Eugenia piryformis Cambess) uma fruta originaria da Mata
Atlantica e nativa da regido Sul do Brasil apresenta uma composi¢do rica em vitaminas,
minerais, acidos fendlicos, flavonoides e carotenoides, além de possuir um baixo teor de
solidos soluveis totais, o que a torna uma 6tima alternativa para a producdo de um fermentado

de baixo teor alcodlico, promovendo a valorizacdo da diversidade local, a gera¢dao de renda
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para pequenos produtores e a insercdo de um produto inovador no mercado (SILVA et al.,
2022).

Além disso, cada vez mais tem se buscado tecnologias a fim de otimizar o processo
fermentativo e a qualidade do produto, a aplicacdo de enzimas na etapa pré-fermentativa ja &
uma alternativa utilizada ha muito tempo, afinal sdo inimeras as enzimas disponiveis no
mercado que podem ser utilizadas com diferentes objetivos que envolvem desde a clarificagao
e maior rendimento do processo, até a liberagdo de compostos de interesse no meio
fermentativo (CLAUS; MOJSOV, 2018). Ja a aplicagdo de ultrassom ¢ uma tecnologia
promissora que tem ganhado aten¢do pois pode aumentar a eficicia da fermentagdo
estimulando o crescimento dos microrganismos e inclusive promover a atividade enzimatica
(YU et al, 2021). Com isso, supde-se que a combinacdo dessas duas tecnologias provoque
respostas positivas no processo fermentativo, através da sua ag@o sobre os tecidos vegetais
(MA; CAIL; LIU, 2020).

Entretanto, até o presente momento, sao inexistentes trabalhos que tenham utilizado a
uvaia como matéria-prima na fermentacdo alcoolica, empregando diferentes tratamentos pré-
fermentativos. Portanto, a fim de atender os diferentes aspectos supracitados, este trabalho foi
estruturado em capitulos, elaborados no formato de artigos cientificos, sendo o primeiro
referente a uma revisdo bibliografica, o segundo a um estudo prospectivo cientifico e
tecnologico, e o terceiro correspondente aos resultados experimentais relacionados a
fermentagdo da uvaia.

No Capitulo 1, na revisao bibliografica, foram contemplados topicos essenciais para
o desenvolvimento do trabalho: fermentados alcodlicos de frutas, as etapas e tratamentos
envolvidos na elaboracao dessas bebidas, incluindo tratamentos enzimaticos e com ultrassom;
bebidas com baixo teor alcodlico; a uvaia e seus compostos bioativos; e a bioacessibilidade de
compostos bioativos através da digestdo in vitro.

No Capitulo 2, a prospeccao cientifica e tecnoldgica traz os principais dados de
artigos cientificos e documentos de patentes publicados na area de bebidas alcdolicas de frutas
com baixo teor alcoolico, incluindo um panorama global e temporal.

No Capitulo 3 esta apresentado o estudo de desenvolvimento de um fermentado
alcodlico de uvaia de baixo teor alcodlico, explorando diferentes tratamentos pré-
fermentativos com enzima e ultrassom. Foram realizadas andlises antes e apds o processo
fermentativo, incluindo a caracterizacdo fisico-quimica, a determinacdo de compostos
fenolicos totais e atividade antioxidante, além da composi¢do fenolica e seu comportamento

ao longo da simulagdo gastrointestinal in vitro.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral elaborar uma revisdo bibliografica, uma

prospeccdo cientifica e tecnoldgica sobre fermentados de frutas com baixo teor alcodlico,

além de avaliar a influéncia do tratamento enzimatico assistido por ultrassom no potencial

bioativo de fermentado de uvaia.

1.1.2

d)

Objetivos especificos

Elaborar uma revisao a respeito de fermentados de frutas com baixo teor alcoolico,
com énfase no potencial de utilizagdo da uvaia;

Elaborar uma prospec¢do cientifica e tecnoldgica sobre fermentados de fruta com
baixo teor alcoolico;

Elaborar fermentados de uvaia com baixo teor alcoodlico submetidos a diferentes
tratamentos pré-fermentativos utilizando a enzima pectinase e ultrassom: controle
(sem tratamento enzimatico e sem ultrassom), com tratamento enzimatico ¢ sem
ultrassom, sem tratamento enzimatico € com ultrassom, com tratamento enzimatico e
com ultrassom;

Monitorar o processo de fermentacdo alcodlica através do acompanhamento de
medidas de liberagao de CO, e solidos soluveis totais;

Caracterizar os mostos (antes da fermentagdo) e os fermentados de uvaia (apds a
fermentagdo) através de andlises fisico-quimicas, cor, agucares individuais, acidos
organicos alifaticos, teor de etanol, composicao fendlica total e individual e
capacidade antioxidante;

Avaliar a bioacessibilidade dos compostos fenolicos totais, individuais e da
capacidade antioxidante nos fermentados alcodlicos de uvaia através da digestdo in

Vitro.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 FERMENTADOS ALCOOLICOS DE FRUTAS

O Brasil possui um grande potencial para elaboracdo de fermentados alcoolicos de
frutas, pois apresenta uma elevada diversidade de espécies frutiferas, ocupando o terceiro
lugar no ranking mundial de produc¢do, com cerca de 44 milhdes de toneladas produzidas em
2020, de acordo com dados do Anudrio Brasileiro de Horti & Fruti - 2021 (KIST et al., 2021).
Esta mesma publicacao enfatiza que mesmo com a pandemia de Covid-19, o Brasil conseguiu
manter a producao de frutas em 2020, com mais de um milhdo de toneladas exportadas. Na
elabora¢do de um fermentado alcodlico ¢ possivel utilizar diversas frutas, resultando em uma
grande variedade de produtos com diferentes caracteristicas quimicas e sensoriais, cada qual
com suas especificidades devido a natureza da fruta e das transformacdes quimicas que
ocorrem durante o processo fermentativo (BOEIRA et al., 2020).

Convencionalmente a uva e a mag¢a sdo as frutas mais utilizadas para a producao de
fermentados alcoodlicos, sendo as matérias-primas do vinho e da sidra, respectivamente. De
acordo com a lei N° 7.678, de 8 de novembro de 1988 (BRASIL, 1988), a denominagdo vinho
¢ exclusiva para a bebida obtida pela fermentacao alcodlica da uva sa, fresca e madura. Dessa
forma, bebidas alcodlicas fermentadas a partir de outras frutas ndo devem ser denominadas
como vinhos, sendo regidas pelo decreto N° 6.871, de 4 de junho de 2009 (BRASIL, 2009).
Esta legislacao define fermentado de fruta como a bebida com graduagdo alcoodlica entre 4% e
14% (v/v), obtido através da fermentagdo alcodlica de mosto de fruta sa, fresca e madura,
adicionado ou ndo de aglcar e 4dgua potavel, além de aditivos definidos para cada tipo de
fruta. Assim, a bebida obtida por fermenta¢do alcodlica de frutas deve ser denominada
“Fermentado de” seguido do nome da fruta utilizada para a sua obtencao (BRASIL, 2009).

Em 2012 houve uma complementagao dos padrdes de identidade e qualidade das
bebidas alcodlicas fermentadas, a partir da Instru¢do Normativa do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) N° 34, de 29 de novembro de 2012 (BRASIL, 2012). De
acordo com esta legislacao, a bebida fermentada deve ser obtida a partir do suco de uma tnica
fruta, ndo podendo haver misturas de espécies € ndo devem ser adicionados ingredientes que

alterem as caracteristicas sensoriais naturais da bebida, salvo casos previstos na legislagdo.
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Além disso, a bebida deve se enquadrar nos pardmetros de identidade e qualidade
estabelecidos nesta mesma instru¢ao normativa.

Dentre os principais ingredientes utilizados para a elaboragdo de um fermentado de
frutas destacam-se a polpa ou suco da fruta a ser fermentada e a levedura. No entanto, outros
ingredientes e aditivos tém sido empregados, incluindo enzimas, aglicares, ajustadores de pH,

nutrientes para a levedura e agentes conservantes (SANTOS et al., 2021a).

1.1.1 Etapas de elaboracio de fermentados alcodlicos de frutas
Na elaboracdo de bebidas alcodlicas de frutas o processo ¢ geralmente dividido em
trés etapas principais: pré-fermentacdo, fermentagdo e pos-fermentagao, como apresentado na

Figura 1.

Figura 1 - Principais etapas na elaboragao de fermentados alcodlicos de frutas.

Obtengdo do mosto Tratamentos no
mosto
Pré-fermentagdo v
Levedura
M Etanol
Fermentagdo ™ CO2
J SST

4

Pés-fermentacdo

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

No entanto, modificagdes nessas etapas podem ocorrer, dependendo da infraestrutura
disponivel, das peculiaridades de cada matéria-prima e das caracteristicas desejadas para o
produto. Nesse sentido, pesquisas t€ém avaliado diferentes parametros durante a elaboragdo de
fermentados alcoodlicos de frutas, conforme apresentado no Quadro 1, que serdo discutidos nas

subsecoes /.1.1.1, 1.1.1.3e 1.1.1.4.
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Quadro 1 - Parametros pré-fermentativos, fermentativos e pds-fermentativos utilizados em

trabalhos cientificos para elaboragdo de diferentes fermentados alcodlicos de frutas.

Tratamentos SST* | Temp | Tempo Tratamentos
Frutas Leveduras pré-fermentacio pH (°Brix) | * (°C) | (dias) | pos-fermentacio Ref.*
Duas trasfegas
.. Metabissulfito Metabissulfito
S.cerevisiae L. L.
de potassio de potassio
var. . )
., Enzimas Bentonita Santos et
Maracuja- bayanus . - - 24 4-6 1
. pectinoliticas Silica al. (2021a)
do-mato Maurivin . s
PDM Bentonita Gelatina
Chaptalizagao Sorbato de
potassio
o L . ~ Lapuente
Uva cerei.isiae A%(i?r;zlsrtjrrrico 3,6 26,3 23-27 27 1\%232@20 et al.
& (2021)
L S. e Trasfega Souza et
Aragd-bo cerevisiae Diluigao (1:1) | 2.8 21 18 21 Filtracdo al. (2020)
Pitaya S. bayanus (zj&hcailc)l?léiarlff(? Lin et al
vermelha M'etschka Metabissulfito 3.8 22 17-29'1 10-14 ) (2020)
wia agaves s 1
de sédio
S.
cerevisiae . .
Pectinase Trasfega Lietal.
Framboesa Toruiasp °" | Chaptalizagio 2,9 i 24-26 | 69 Sulfitagem (2020a)
delbrueckii
S.
cerevisiae €
bayanus
Torulaspor Sulfato de
Cassis/ a potassio Kelanne ef
Groselha- | delbrueckii | Pasteurizacao | 3,0 - 21 6-11 Sorbato de
. . al. (2020)
preta Metschniko potassio
wia Centrifugacao
pulcherrim
ae
fructicola
Pitava Torulaspor CA}f;df[)aﬁlzaath:()) Jiang, Lu e
vormaha a P 140 |20 20 14 | Centrifugagdo Liu
delbrueckii rizag (2020b)
Pectinase
Metabissulfito Clarificagao
de potassio com gelatina e
Goiaba S. Lafazym 33 13 16 15 silica Sartori et
serrana cerevisiae (enzima ’ Metabissulfito | al. (2020)
pectinolitica) de potassio
Chaptalizagao Filtragao
Jujuba Torulaspor | Acido citrico | 4,2 17 20 9 - Guo et al.
a Pectinase e (2018)
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celulase
Protease 4cida
delbrueckii | Chaptalizagao
Bicarbonato de
sodio
Milho e S. 2.0 Filtracdo Pauline et
- Pectinase - 16678 | 25 3 540 ¢
banana cerevisiae 51 Pasteuriza¢do | al. (2017)
S Metabissulfuto Gambacor
Uva cerev.isiae de potassio - - 25 7 Maturagao taet al.
Ultrassom (2017)
Filtragdo e
pasteurizagao 4.0
S. da polpa ’ Valim et
Carambola cerevisiae | Chaptalizagao ) 19-25 2 ? ) al. (2016)
5,0
Carbonato de
calcio
Jameldo e Chaptalizagado . ~ o
cana de S’. . Metabissulfito | 5,1 20 28 7 Centrifugagdo | Oliveira et
, cerevisiae L Sulfitagem al. (2016)
acucar de potéssio
passtlelli;)iza Pichia Cerrillo et
do de kluyveri var. - 3,5 11 20 15 - al. (2014)
. kluyveri
laranja

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

*SST: solidos soluveis totais antes da fermentagdo; *Temp.: temperatura de fermentagdo; *Ref: Referéncia.

1.1.1.1 Etapa de pré-fermentagdo

Na etapa de pré-fermentagdo ocorre a obtencdo e o tratamento do mosto
(SARANRAJ; SIVASAKTHIVELAN; NAVEEN, 2017). Primeiramente ¢ realizada a
extra¢ao da polpa ou do suco da fruta, com o auxilio de uma despolpadeira ou de uma prensa
(MAS et al., 2015). Na sequéncia alguns tratamentos sdo frequentemente realizados no mosto
a fim de melhorar sua qualidade e otimizar o processo de fermentacao, incluindo o ajuste de
pH, a sulfitagem e a chaptalizagao.

O ajuste de pH ¢ recomendavel, pois este pardmetro pode afetar o crescimento da
levedura e a eficiéncia da fermentacdo, além de interferir no rendimento de etanol e nas
caracteristicas finais da bebida, em especial a acidez. As fermentacdes alcoolicas podem se
desenvolver em uma ampla faixa de pH, no entanto, valores entre 3,0 ¢ 5,0 sdo considerados
ideais para o crescimento da levedura, com o ajuste sendo realizado através da adi¢do de
acidos, como o 4cido citrico ou malico, ou pela adi¢do de carbonato de calcio (LIMA et al.,

2001), dependendo do pH inicial da fruta. Em um estudo realizado por Lin et al. (2012)
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verificou-se que em mostos com pH abaixo de 4,0 houve um maior rendimento na produgao
de etanol. J& em valores de pH acima de 5,0 a concentragdao final de etanol diminuiu
significativamente.

A sulfitagem tem sido utilizada nos mostos visando promover uma a¢do antioxidante
e bactericida, prevenindo o crescimento de microrganismos indesejados na fermentacdo
(DIVOL; DU TOIT; DUCKITT, 2012). Este tratamento consiste na adicdo de sulfitos, como
o dioxido de enxofre e seus sais, como por exemplo o metabissulfito de potassio ou so6dio, em
concentragdes proximas de 0,05 a 0,1 g/L (LIN et al., 2020; SANTOS et al., 2021a). Estas
medidas de conservacdo vém sendo amplamente recomendadas, a fim de preservar os
compostos quimicos do mosto e suas caracteristicas sensoriais. Alguns trabalhos também
aplicam a pasteurizacdo nos mostos (KELANNE et al., 2020; VALIM et al., 2016), para uma
fermentacdo mais controlada, porém, existe a possibilidade de degradacdo de alguns
componentes bioativos termoldbeis oriundos da fruta.

A chaptalizag¢do consiste na adi¢ao de sacarose ao mosto, que podera ser substituida
total ou parcialmente por aglcar invertido, glicose, frutose, maltose ou seus xaropes
(BRASIL, 2012). Este tratamento ¢ empregado quando o teor de s6lidos soluveis totais (SST)
do mosto ¢ baixo e se deseja aumentar o teor alcodlico da bebida, sendo que o teor de SST
presente na fruta depende da sua espécie, variedade e do seu estagio de maturagio (LUZON-
QUINTANA; CASTRO; DURAN-GUERRERO, 2021).

Além disso, alguns tratamentos pré-fermentativos estdo ganhando destaque
recentemente, como a utilizagdo de enzimas pectinoliticas e ultrassom, visando
principalmente a obtengdo de bebidas com maior potencial bioativo, devido a liberacao de

compostos funcionais no mosto a ser fermentado.

1.1.1.2 Tratamentos enzimdticos e ultrassom

Tratamentos enzimaticos em mostos de frutas sdo tradicionalmente utilizados com o
objetivo de melhorar o rendimento da extragdo e facilitar a sua clarificagdo, através da quebra
das paredes celulares do fruto, diminuindo o teor de fibras e a viscosidade do mosto
(RAMADAN; MOERSEL, 2007). Além disso, pesquisas recentes tém revelado que alguns
tratamentos enzimaticos podem liberar compostos do interior das células vegetais, que
causam alteragdes importantes na composi¢ao quimica do mosto, aumentado a sua atividade

antioxidante, o teor de agucares redutores e aminoacidos, além de outras substancias como
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compostos volateis que melhoram os atributos sensoriais do produto (GUO et al, 2018;
JIANG; LU; LIU, 2020b; MA et al., 2018; RAMADAN; MOERSEL, 2007).

As enzimas pectinoliticas sdo as mais utilizadas para o tratamento pré-fermentativo
do mosto, conforme mostrado no Quadro 1. Jiang, Lu e Liu (2020b) investigaram os efeitos
da adi¢do de pectinase na pré-fermentagdo de mosto de pitaya e concluiram que o tratamento
enzimatico resultou em um maior teor de compostos fenolicos na bebida fermentada, quando
comparada a amostra controle (sem tratamento enzimatico). Estes autores também relataram
que as bebidas tratadas com pectinase produziram mais ésteres e terpenos, que concederam ao
fermentado um perfil aromatico mais intenso, além de aumentar 16% o rendimento da bebida.

Ja Guo et al. (2018) realizaram uma hidrdlise enzimatica no mosto de jujuba com a
combinacdo das enzimas pectinase e celulase, resultando em um melhor crescimento da
levedura, além do aumento da producdo de acidos organicos e da intensidade e complexidade
dos aromas do fermentado. Por outro lado, Santos et al. (2021a) observaram um aumento no
teor de compostos fendlicos totais em fermentado alcoodlico de maracuja da Caatinga apods a
fermentagdo. Estes autores atribuiram este comportamento a uma possivel influéncia da acao
das enzimas pectinoliticas na etapa pré-fermentativa, bem como pela acdo das leveduras
comerciais durante o processo fermentativo.

Segundo Marathe et al. (2019), enzimas como a pectinase podem ser usadas para
auxiliar na extracdo de compostos bioativos de vegetais, j4 que a pectina faz parte da
composi¢do das paredes celulares e das camadas intercelulares das plantas a sua degradacao
permite que diferentes compostos bioativos sejam liberados. Vale ressaltar que a eficiéncia da
extragdao enzimatica pode ser aprimorada com o auxilio de ultrassom, devido a propagagao de
ondas de pressdo de ultrassom e ao fenomeno de cavitacdo resultante, promovendo uma
melhor penetracdo do solvente no tecido vegetal, aumentando a area de contato entre a fase
solida e a fase liquida (GHAFOOR et al., 2009).

A frequéncia utilizada no tratamento com ultrassom, pode aumentar ou reduzir a
atividade das enzimas na etapa pré-fermentativa, induzir um maior crescimento dos
microrganismos durante a fermentagdo, além de otimizar o processo de maturacdo dos
fermentados, diminuindo o tempo necessario para essa etapa, promovendo uma melhora nas
caracteristicas de cor, sabor e aroma das bebidas (YU et al., 2021).

Assim, a aplicagdo de ultrassom para a elaboracdo de fermentados de frutas ¢
considerada uma tecnologia promissora e emergente. Alguns trabalhos vém investigando as
vantagens do seu uso em produtos fermentados, como os estudos conduzidos por Lapuente et

al. (2021) e Pérez-Porras et al. (2021) que testaram o ultrassom como um pré-tratamento
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durante a maceracdo de uvas a fim de obter um mosto com maior qualidade e de forma mais
rapida. Por outro lado, Daccache et al. (2020a) aplicaram o ultrassom durante a fermentagao
de magas e observaram um maior crescimento das leveduras, com um consequente consumo
mais rapido de glicose e produgdo de etanol.

Ja Li et al. (2020b) realizaram o tratamento com ultrassom em fermentados
alcodlicos de mirtilo apds a fermentagdo, e observaram uma melhora nos parametros de cor e
na composicdo de antocianinas durante a maturacdo da bebida, sem que houvesse uma
reducdo da atividade antioxidante. Gambacorta et al. (2017) avaliaram o impacto do
tratamento com ultrassom, tanto antes como apds a fermentacdo, em trés diferentes cultivares
de uvas italianas e observaram uma maior extracdo dos compostos fenolicos em duas
cultivares, o que promoveu um aumento da atividade antioxidante.

Entretanto, sdo escassos os trabalhos que utilizam o tratamento enzimatico
combinado com o ultrassom na etapa pré-fermentativa de fermentados de frutas, sendo uma
abordagem inovadora e com resultados promissores (LAPUENTE et al., 2021; PEREZ-
PORRAS et al., 2021; DACCACHE et al., 2020a; LI et al., 2020b; GAMBACORTA et al.,
2017).

1.1.1.3 Etapa de fermentagdo

A etapa de fermentagdo ¢ iniciada apos a adi¢do das leveduras ao mosto de fruta, em
especial as do género Saccharomyces, sendo que as espécies mais conhecidas pelas suas
atuagdes em fermentacdes de bebidas alcodlicas sdo a S. cerevisiaee a S. bayanus
(PARAPOULI et al., 2020). No entanto, nos ultimos anos tem-se buscado selecionar
diferentes cepas de leveduras, além da utilizagdo de leveduras ndo Saccharomyces, como os
géneros Torulaspora e Metschnikowia, em misturas ou culturas puras (JIANG; LU; LIU,
2020a; KELANNE et al.,, 2020; LI et al, 2020a), visando um maior controle do processo
fermentativo e a otimizagdo das caracteristicas do produto.

Em termos gerais, durante o processo fermentativo os acticares presentes no mosto
sao convertidos em etanol, essa conversdo se inicia com o transporte dos agucares para dentro
da célula microbiana onde serdo fosforilados e convertidos a piruvato na via glicolitica. Na
sequéncia as moléculas de piruvato sdo descarboxiladas pela enzima piruvato descarboxilase,
formando acetaldeido e CO:. O acetaldeido ¢ entdo reduzido a etanol pela enzima alcool

desidrogenase (Figura 2) (HUTKINS, 2006; NELSON; COX, 2014).



25

Figura 2 - Conversao do piruvato em etanol na fermentagao alcodlica.

O O CO, NADH + H'
N L - I |
C P 1 O H - NAD OH
| Mgt /) N,/ % |
(|3=O __' (|: : | ('}Hz
Firuvato- Alcool-
CH; -descarboxilase CH; -desidrogenase CH;
Piruvato Acetaldeido Etanol

Fonte: Adaptada de Nelson e Cox (2014).

Inicialmente as leveduras no mosto passam por uma fase rapida de adaptacio,
chamada de fase lag, seguida pela fase de crescimento exponencial (/og), e na sequéncia tem-
se a fase estacionaria, onde grande parte dos aculcares fermentesciveis (entre 50 e 80%) sdo
consumidos, com diminui¢do continua da atividade das leveduras, até que os nutrientes do
meio se esgotem (MARSIT; DEQUIN, 2015).

No entanto, a temperatura utilizada na fermentacdo exerce grande influéncia no
tempo do processo, bem como na produgdo de etanol e de compostos secundarios. As
leveduras possuem uma faixa de temperatura ampla de producdo de etanol e formagdo de
biomassa, com trabalhos da literatura relatando uma faixa ideal de 16 °C a 29 °C (LIN et al,,
2020; SARTORI et al., 2020), conforme ja demonstrado no Quadro 1. O fim da fermentagao
¢ atingido geralmente quando o teor SST/densidade permanece constante, indicando a

necessidade de filtragao da bebida.

1.1.1.4 Etapa de pos-fermentagdo

Apoés a fermentagdo as bebidas devem ser submetidas a alguns tratamentos visando
aumentar a estabilidade do produto e melhorar as caracteristicas sensoriais, incluindo
processos de filtracdo e clarificacao, realizados antes do seu envase (HUTKINS, 2006). Para
isso sdo realizadas trasfegas, que tem como objetivo retirar as particulas em suspensdo que
sedimentaram no fundo do fermentador (SOUZA et al., 2020). Contudo, é recomendavel,
clarificar as bebidas a partir de uma centrifugag¢do e/ou por adicdo de agentes clarificantes,
como gelatina, silica e bentonita (OLIVEIRA et al., 2016; SANTOS et al., 2021a; SARTORI

et al., 2020). A maneira como serdo realizados estes tratamentos dependem dos equipamentos
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disponiveis, das caracteristicas da fruta utilizada como matéria-prima (que pode resultar na
formacdo de maior ou menor quantidade de sedimento), do tipo de agente clarificante e das
caracteristicas finais desejadas para o produto (VENTURINI FILHO, 2016). Em alguns casos,
principalmente quando a fermentacdo ¢ interrompida para se obter bebidas com caracteristica
suave (>3 g/L de agticar), é recomendada uma nova dosagem de sulfitos (LI ez al., 2020a). No
entanto, as bebidas obtidas devem seguir os padrdes de identidade e qualidade recomendados
para fermentados de frutas pela Instrug¢do Normativa N° 34, de 29 novembro de 2012

(BRASIL, 2012), conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Padrdes legais de identidade e qualidade para os fermentados de fruta de acordo

com a legislagao brasileira.

Parametro Limite minimo Limite maximo

Acidez fixa, em meq/L 30 -
Acidez total, em meq/L 50 130
Acidez volatil, em meq/L - 20
Anidrido sulfuroso total, em g/L - 0,35
Cloretos totais, em g/L - 0,5
Extrato seco reduzido, em g/L 12 -
Graduagao alcodlica, em % v/v a 20 °C 4 14
Pressao (atm) - gaseificado 2 3

Teor de actcar, em g/L > 3 (suave) <3 (seco)

Fonte: Adaptada de Brasil (2012).

Vale destacar, que a producao de fermentados de frutas vem apresentando um
importante crescimento no mercado global de bebidas (SARANRAJ; SIVASAKTHIVELAN;
NAVEEN, 2017). Neste sentido, a utilizacdo de frutas nativas brasileiras encontradas em
diferentes biomas vem despertando o interesse dos pesquisadores (CARVALHO; CONTE-
JUNIOR, 2021). Alguns exemplos de aproveitamento de frutas nativas para o
desenvolvimento deste tipo de produto incluem trabalhos sobre fermentados de cupuagu,
umbu, guabiroba, jaboticaba e cacau (DUARTE ef al., 2010), maracuja do mato, (SANTOS et
al., 2021a), araca (SOUZA et al., 2020), feijoa (SARTORI et al., 2020) e agai (BOEIRA et
al., 2020). Além disso, as frutas nativas brasileiras apresentam grande potencial de aplicagdo
em um importante e recente nicho de mercado, o das bebidas com baixo teor alcoolico, que

tem foco nas suas propriedades bioativas e nos beneficios a saude dos consumidores
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(CERRILLO et al.,, 2019; YANG et al., 2021). No entanto, ainda sdo incipientes as pesquisas

que abordam a utiliza¢ao de espécies nativas para a elaboragao deste tipo de bebida.

1.1.2 Fermentados de frutas com baixo teor alcodlico

Os fermentados de frutas com baixo teor alcodlico tém se popularizado cada vez
mais no ambito cientifico e tecnolodgico, sendo que uma ampla abordagem sobre os trabalhos
cientificos, patentes depositadas e perspectivas de mercado serdo apresentados no estudo
prospectivo no Capitulo 2 desta dissertacdo. Vale salientar que ainda ¢ inexistente no Brasil
uma lei que regulamente e determine limites maximos e minimos de etanol para os
fermentados de frutas nomeados como “de baixo teor alcodlico” ou conhecidos popularmente
como “low-alcohol”.

Do ponto de vista industrial existem algumas estratégias que sdo mais empregadas
para a elaboragdo de bebidas com baixo teor alcodlico. Dentre elas, métodos de separagao
fisica, como por exemplo a osmose reversa, podem promover a desalcoolizagdo da bebida
e/ou reduzir o teor de etanol de fermentados apos a sua produgdo (LIGUORI et al., 2018). No
entanto, os processos fisicos de redugdo do alcool podem causar a perda de componentes
quimicos benéficos, o que pode ser evitado com uma abordagem bioldgica, conservando a
composi¢do nutricional e bioativa da bebida (LI et al., 2023).

Pesquisas atuais tém investigado principalmente o uso de diferentes leveduras
fermentativas, em busca de menor eficiéncia na conversao do etanol (LI et al., 2023). Além
disso, a realizagdo de fermentagdes espontaneas, utilizando os microrganismos naturalmente
presentes no mosto, vem sendo explorada e se mostrado eficaz na producdo de bebidas com
teor alcodlico menor (LI et al., 2020a). Cioch-Skoneczny ef al. (2020) por exemplo, isolaram
diversas leveduras do mosto de uva fermentado espontanecamente e exploraram suas
capacidades enoldgicas. Estes autores observaram que a fermenta¢do com cultura comercial
de Saccharomyces cerevisiae resultou em um teor alcodlico de 14,15%, enquanto os
fermentados elaborados com as outras cepas (fermentagdo espontanea) apresentaram teores
entre 0,1 e 3,8%.

Uma estratégia muito empregada na elaboragdo de fermentados low-alcohol ¢ a
utilizacdo de frutas com baixo teor de solidos soluveis totais, realizando desta forma uma
fermentacdo apenas com os aglcares naturalmente presentes na fruta, sem realizar a
chaptalizacdo do mosto, o que resulta em um baixo teor alcodlico, além de reduzir

significativamente o tempo de fermentagdo quando comparado aos métodos tradicionais de
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produgdo (YANG et al., 2021). Li et al. (2023) produziram fermentados de kiwi de baixo teor
alcodlico, utilizando a concentragao natural de agucar da fruta (103,8 g/L), e uma combinagao
de leveduras (Saccharomyces cerevisiae € Zygosaccharomyces rouxii), obtendo ao final do
processo fermentativo valores de etanol variando entre 3,83 e 4,36%.

Nesse sentido, a uvaia, que ¢ uma espécie nativa amplamente disseminada no Sul do
Brasil, apresenta uma composi¢do quimica ideal para a elaboracdo de uma bebida fermentada
com baixo teor alcodlico, tornando-se uma alternativa inovadora de diversificagdo de produto,

bem como de valoriza¢do de matérias-primas regionais ainda pouco exploradas.

1.2 UVAIA

A wuvaia (Eugenia pyriformis Cambess) (Figura 3) também denominada como
uvaieira, uvalha ou uvalheira ¢ o fruto pertencente a familia Myrtaceae, proveniente da
espécie arborea nativa do Sul do Brasil, mas que pode ser encontrada desde Sao Paulo até o
Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2003). A altura das plantas pode variar entre 5 e 15 metros,
a floragdo ocorre entre agosto e setembro, enquanto a frutificagdo acontece geralmente nos
meses de outubro e novembro (FREITAS, 2017).

O fruto da uvaia possui formato arredondado, medindo de 2 a 2,4 cm de didmetro,
quando maduro apresenta polpa e casca de cor amarelada (Figura 3), sdo frutos suculentos
com sabor caracteristico acido (FARIAS et al., 2020a) além de possuir um aroma agradavel
caracterizado como frutado, doce e citrico devido a presenca de ésteres como hexanoato e
butanoato de etila (FREITAS et al., 2019; MIYAZAWA, 2009). A uvaia ¢ considerada uma
fruta 4cida pois apresenta um elevado teor de acidez e baixo pH (entre 3,0 e 4,0) também
possui um elevado teor de 4gua (em média 93%), caracteristicas comuns das frutas da familia
Myrtaceae (SGANZERLA et al., 2019).

Grande parte da producao da uvaia hoje em dia ainda ¢ doméstica o que a torna uma
espécie ameacada de extingdo, entretanto, ja existem trabalhos que visam a producdo desse
fruto em escala comercial, como exposto por Sganzerla et al. (2021) em um estudo de
caracterizacdo biométrica para identificar a variabilidade genética existente entre os frutos de
uvaia a fim de realizar um melhoramento genético da espécie. Além disso pesquisas sobre o
seu potencial de aplicagdo também exercem um papel importante no incentivo a producao
comercial.

Vale destacar que € possivel realizar um aproveitamento integral da fruta pois seus

residuos como a casca e a semente sao O0timas fontes de compostos bioativos (RODRIGUES
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et al., 2021) e podem ser utilizados para produzir corante natural para uso na confeitaria, por
exemplo (AVELAR et al, 2019). O o6leo essencial extraido das folhas da planta ¢
antibacteriano e antifiingico, possui atividade contra a Leishmaniose e potencial atividade
contra células cancerigenas (DURAZZINI et al., 2019; SOUZA et al., 2021). Dessa forma, a
aplicagdo industrial da uvaia ¢ uma alternativa para se evitar as perdas na pds-colheita, ja que
¢ um fruto muito perecivel. Assim, as caracteristicas de sabor, aliadas a composicao quimica
da uvaia a tornam uma fruta atrativa para a elaboracdo de diferentes produtos, como geleias,
sucos, sorvetes (JACOMINO et al., 2018) e iogurtes (BIANCHINI et al., 2020a), além da

possibilidade de ser empregada na produgdo de bebidas fermentadas.

Figura 3 - Frutos de Eugenia pyriformis Cambess

Fonte: Giacon (2019)

Quanto a sua composi¢ao nutricional a uvaia ¢ rica em fibras e carboidratos,
enquanto cinzas, lipidios e proteinas estdo presentes em menores quantidades, vale destacar
que os carboidratos sdo os principais macronutrientes presentes na fruta, sendo que 30% do
seu peso total ¢ composto por carboidratos ndo soluveis como celulose, hemicelulose e
lignina, além disso, apesar de possuir uma baixa quantidade de proteinas (15,82 g/100g em
base seca), a uvaia ainda pode ser uma boa fonte de aminoéacidos essenciais e ndo essenciais,
que sdo fundamentais para o funcionamento do corpo humano (DACOREGGIO et al, 2021).

Essa composi¢do nutricional pode variar de acordo com a localizagdo geografica das

plantas. Segundo Silva et al. (2019a) entre as diferentes uvaias coletadas no municipio de Rio
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Branco (S2o Paulo, Brasil) o acesso Dura foi o que apresentou maior teor de fibras (44,10
g/100g em base seca), enquanto o acesso Rugosa Doce se destacou por possuir a maior
quantidade de carboidratos totais (60,81 g/100g em base seca). Ja o teor de aglcares soluveis
da uvaia variou neste estudo entre 11,62 e 18,88 g/100g (base timida), entre os seis acessos.
Por outro lado, Bianchini et al. (2020b), obtiveram valores de 2,32; 1,41 e 0,13 (g/100g em
base umida) para frutose, glicose e sacarose, respectivamente, em uvaias coletadas na Serra
Catarinense. Agucares como a glicose e a frutose sdo os principais responsaveis pelo teor de
solidos soluveis totais da uvaia, que pode variar de 2,90 a 9,80 °Brix, dependendo do seu
estagio de maturagdo e do local de cultivo (SGANZERLA et al, 2019), sendo este um

parametro importante para o processo de fermentacao alcoolica.

1.2.1 Compostos bioativos da uvaia

A uvaia tem sido reconhecida como uma fruta potencialmente benéfica a saude, pois
apresenta diferentes compostos relatados na literatura como bioativos (NETO; SILVA;
DANTAS, 2020). Dentre esses compostos destacam-se os carotenoides, que sdo terpenos com
caracteristicas lipossoluveis (YAHIA, 2018). Em estudo conduzido por Silva et al. (2014)
foram observados valores de 1306,6 png/100g (em base imida) de carotenoides totais para a
uvaia, sendo que 40% (m/m) desse total foram representados pela trans-B-criptoxantina e 13%
(m/m) pelo trans-fB-caroteno, revelando a uvaia como uma importante fonte de vitamina A
(PEREIRA et al., 2012; SILVA et al., 2014).

A uvaia também se destaca por ser uma fruta com quantidades consideraveis de
vitamina C, com valores mais expressivos do que outras frutas nativas como o aragd e a
goiaba serrana (SCHMIDT et al., 2019). Bianchini et al. (2020b) encontraram para a uvaia
coletada na Serra Catarinense valores proximos de 7,50 mg/g de acido ascorbico (base
umida).

Além disso, vérios trabalhos relatam o potencial antioxidante € a composi¢cdo
fenolica da uvaia. Bianchini et al. (2020b) encontraram valores de 406,67 mM de
Trolox/100g pelo método FRAP, e 184,84 mM de Trolox/100g pelo método ABTS (base
umida) na polpa in natura. J4 Sganzerla et al. (2018) obtiveram valores de 342,11 mg de
Trolox/100g (método FRAP), e valores proximos a 227,99 mg de Trolox/100g (método
ABTS), utilizando um extrato hidroetanolico da polpa da uvaia. Além disso, estes autores
observaram para os compostos fendlicos totais, no mesmo extrato, valores de 148,51 mg de

acido galico/100g.
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Farias et al. (2020b) ao caracterizarem diferentes fragdes da uvaia (partes
comestiveis e semente) quantificaram os compostos fenolicos totais (49,36 mg de acido
galico/100g em base seca), e identificaram 16 compostos fenolicos pertencentes as classes dos
acidos fenolicos, flavonoides, flavan-3-ols monoméricos e flavonas.

Haminiuk ef al. (2014) testaram a eficiéncia de diferentes solventes na extra¢do dos
compostos fenolicos da uvaia, e concluiram que o metanol absoluto foi o que obteve melhor
performance, fornecendo um valor de compostos fenolicos totais de 588,3 mg/kg em base
umida, sendo que os compostos fendlicos majoritarios encontrados no extrato foram o acido
galico (346,1 mg/kg em base umida) e a quercetina (149,7 mg/kg em base imida) (Figura 4).

Ja Silva et al. (2014), ao realizarem a quantificacao e a identificagcdo dos compostos
fenolicos de quatro frutas nativas da Mata Atlantica brasileira, incluindo a uvaia, obtiveram
um valor de 115,96 mg de acido galico/100g em base timida para os fenolicos totais, € como
compostos majoritarios encontraram o acido galico (27,50 mg de acido galico/100g em base
umida) e o galoil-bis-(hexahidroxidifenoil (HHDF))-hexosideo (19,32 mg de é&cido
galico/100g em base umida) (Figura 4).

Wanderley et al. (2022a) investigou o perfil de compostos fendlicos de frutas nativas
do sul do Brasil e obteve, para a uvaia, um valor de compostos fenolicos totais de 70,82 mg de
acido galico/100g em base umida, sendo o composto majoritario, relatado na fruta pela

primeira vez na literatura, a (+)-catequina (6,54 mg/100g).
Figura 4 - Estrutura molecular dos principais compostos fenolicos identificados na uvaia.
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Fonte: Elaborado pela autora a partir do programa ChemSketch® 1.0 (2022).
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O éacido galico ¢ um dos compostos antioxidantes naturais mais comuns em plantas,
além de ser um dos mais importantes, pois existem relatos do seu efeito cardioprotetor € uma
possivel acdo antidiabética (ZANWAR et al., 2013a). A quercetina ¢ um flavonoide que esta
sendo estudada pelo seu potencial contra o cancer, doengas cardiovasculares e devido a sua
capacidade antioxidante, também apresentando potencial de prevencdo de doengas
neurodegenerativas como o Alzheimer e o Parkinson (AY et al, 2016). Ja o galoil-bis-HHDF-
hexosideo ¢ um tanino hidrolisavel, ou seja, um elagitanino (CALANI ef al., 2013), alguns
estudos demonstram que o consumo de frutas ricas em elagitaninos, t€ém potencial benéfico
para a saude como a inibi¢ao do crescimento de células cancerigenas (LANDETE, 2011). J4 a
catequina estd presente em muitas frutas e bebidas como o ché verde e o vinho, por exemplo,
os beneficios do seu consumo estdo relacionados a sua a¢do antioxidante, anti-hipertensiva, e
anti-inflamatoria, as quais ja sdo bem estabelecidas tanto por estudos in vitro como in vivo
(ZANWAR et al., 2013b).

Vale ressaltar, que de acordo com a legislagdao brasileira, as substancias bioativas
podem ser definidas como nutrientes ou ndo nutrientes consumidos normalmente como
componente de um alimento, que possuem acdo metabdlica ou fisioldgica especifica no
organismo humano (BRASIL, 2018). No entanto, a alegacdo de funcionalidade de um
alimento se da pela comprovagao do papel fisiologico de nutrientes em fungdes do organismo

humano, através de ensaios clinicos e evidéncias experimentais (GRANATO et al., 2020).

1.3 BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A Dbioacessibilidade estd, junto com a bioatividade, dentro do conceito de
biodisponibilidade, portanto, a biodisponibilidade pode ser definida como a fracao ingerida de
determinado composto que atinge o sistema circulatorio onde pode exercer sua atividade
biologica. Enquanto a bioacessibilidade ¢ a quantidade de qualquer constituinte alimentar que
foi liberado da sua matriz no trato gastrointestinal e pode ser absorvido, a bioatividade, por
sua vez, ¢ definida como as mudangas na satde exercidas por constituintes alimentares
(GUTIERREZ-GRIJALVA et al., 2016).

O processo de fermentacdo de frutas pode causar um aumento na quantidade total
dos compostos fenolicos presentes na bebida, e consequentemente aumentar sua atividade
antioxidante (CASTELLO et al., 2020). Tarko et al. (2020) avaliaram a bioacessibilidade dos
compostos fendlicos e da atividade antioxidante de bebidas fermentadas produzidas com

macas e cassis, € observaram que o teor de polifenodis totais aumentou a cada estagio da
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digestdo in vitro e que a partir do segundo estagio, a atividade antioxidante aumentou
também, sugerindo uma quebra dos compostos fendlicos o que resultou em metabolitos com
maior potencial antioxidante. Por outro lado, Celep et al. (2015) ao simularem as condi¢des
gastrointestinais in vitro para bebidas produzidas com trés diferentes frutas (amora-preta,
mirtilo e cereja) observaram que houve uma redugdo significativa no teor de compostos
fenolicos e na atividade antioxidante das trés amostras ap6s a digestao, entretanto o potencial
antioxidante destas bebidas fermentadas manteve-se mais elevado do que vinhos tradicionais
(de uva), mesmo apds a digestao.

Castello et al. (2020) realizaram a analise de biodisponibilidade em humanos, para
avaliar a absorcdo, o metabolismo e a excrecdo de polifendis presentes no suco € no
fermentado alcoodlico de laranja, em amostras de urina e plasma. Estes autores concluiram que
ambos os produtos possuiam uma ampla variedade de polifenodis, que estavam altamente
biodisponiveis, e que apesar da fermentacdo ndo ter afetado os parametros farmacocinéticos,
os polifendis do fermentado alcodlico de laranja tiveram uma absorcdo mais rapida no
plasma.

Farias et al. (2021) analisaram o efeito da digestdo in vitro na bioacessibilidade e na
bioatividade dos compostos fenolicos da uvaia e observaram que o teor de flavonoides e a
atividade antioxidante das fragdes comestiveis do fruto apresentaram um aumento
significativo apos a fase intestinal da digestdo. Apesar disso, sdo escassos os trabalhos que
avaliem a bioacessibilidade dessas varidveis em produtos produzidos a partir da uvaia.

O nivel de processamento ao qual o alimento é submetido pode afetar tanto de
maneira positiva quanto de maneira negativa a bioacessibilidade dos compostos fendlicos. Por
exemplo, o amolecimento e a quebra da matriz alimentar podem facilitar a liberagdo desses
compostos, enquanto o uso de agentes aquecedores e pro-oxidantes podem induzir a formacao
de compostos que reduzem a bioacessibilidade dos polifen6is (LORENZO et al., 2019), dessa
maneira a analise deste pardmetro se torna importante tendo em vista o processamento ao qual

a uvaia sera sujeitada.
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CAPITULO 2 - FERMENTADOS DE FRUTAS COM BAIXO TEOR ALCOOLICO:
PANORAMA CIENTIFICO, TECNOLOGICO E PERSPECTIVAS DE MERCADO
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RESUMO

A elaboracdo de fermentados de frutas com baixo teor alcoolico pode ser uma alternativa
vidvel para o aproveitamento de diferentes espécies frutiferas, além de ser uma op¢ao mais
saudavel para os consumidores. Assim, este trabalho teve como objetivo realizar uma
prospeccao de artigos cientificos e de documentos de patentes referentes a producao de
bebidas fermentadas de frutas com baixo teor alcodlico. A busca de artigos foi realizada na
plataforma Scopus, enquanto a busca de patentes foi realizada no Espacenet®, ambas foram
feitas utilizando a combinacdo de palavras: “low-alcohol” AND fruit AND wine, sendo
encontrados 354 artigos e 411 patentes, respectivamente. No entanto, apenas 52 e 99 destes
documentos foram selecionados, pois apresentavam o termo low-alcohol em pelo menos um
dos campos utilizados nas buscas, ou seja, titulo, palavras-chave e resumo para os artigos, e
resumo, descri¢ao e reivindicagdes para as patentes. A China se destacou como principal pais
detentor de publicacdes (11) e patentes (85). As frutas mais citadas em ambas as buscas foram
a uva e a maca, apesar disso, frutas ndo convencionais como o espinheiro maritimo, a roma e
a amora também foram exploradas nas publica¢des dos ultimos dois anos (2021 e 2022). Foi
possivel constatar um crescimento mais expressivo da produgdo de bebidas com baixo teor
alcodlico nos ultimos dez anos (2012 a 2022), com 42 publicagcdes e 68 patentes,
demonstrando que essa tecnologia tem se tornado cada vez mais promissora para a exploracao
e valorizagdo de frutas, em especial as nativas e exdticas. Tanto os artigos, quanto as patentes
tratavam principalmente sobre o desenvolvimento de novas formulagdes de bebidas com
baixo teor alcodlico, possuindo um apelo saudavel e com intuito de trazer inovagdo para o
mercado de bebidas.

Palavras-chave: Prospeccao cientifica; Prospec¢do tecnoldgica; Fermentagdo; Inovagao.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a producdo mundial de frutas vem apresentando um crescimento
continuo. De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura
(FAO) entre os anos 2000 e 2019 essa producdo teve um aumento de 54% (FAO, 2021),
sendo que a China lidera o ranking mundial dos paises produtores de frutas com uma
produgdo superior a 240 mil toneladas em 2020, seguida pela india, com uma produgio de
mais de 100 mil toneladas e pelo Brasil com producdo de quase 40 mil toneladas
(STATISTA, 2022). Diante desse cenario, ¢ possivel observar que existe um grande mercado
para o processamento de frutas e o desenvolvimento de novos produtos, sendo que a
utilizacdo de processos fermentativos pode contribuir para a diversificagio de produtos
obtidos a base de frutas, além de aumentar a sua conservagao e valor agregado.

Para a elaboragao de um fermentado alcoolico € possivel utilizar diversas frutas,
resultando em uma grande variedade de produtos com diferentes caracteristicas quimicas e
sensoriais (BOEIRA et al., 2020). Do ponto de vista tecnologico, a principal condi¢do para
que a fermentagdo alcoodlica ocorra estd relacionada ao teor de agucar disponivel no sistema,
gerando etanol durante o processo, a partir do metabolismo das leveduras (SARANRAJ;
SIVASAKTHIVELAN; NAVEEN, 2017). No entanto, a composi¢do quimica de cada fruta
depende da sua espécie e estagio de maturacdo, entre outros fatores, que interferem
diretamente na produgdo de etanol (LUZON-QUINTANA; CASTRO; DURAN-
GUERRERO, 2021). Os fermentados de frutas mais conhecidos comercialmente sdo o vinho,
elaborado a partir da uva, e a sidra, obtida a partir da fermentacdo da maca. Entretanto, ainda
¢ incipiente a utilizacdo de frutas ndo convencionais para a elaboracdo de fermentados
alcoodlicos, o que pode agregar valor as matérias-primas, em especial devido a sua composicao
quimica e aos potenciais beneficios conferidos a saude dos consumidores (LOPES et al.,
2019). Em um estudo prospectivo de patentes relacionado a producdo de bebidas alcodlicas
fermentadas de frutas, realizado por Santos ef al. (2021b), foram encontrados 344 documentos
de patentes na busca realizada na base de dados brasileira do Instituto Nacional da

Propriedade Intelectual (INPI) e no Espacenet®, entre os anos de 2000 e 2018, sendo que as
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frutas mais citadas nesses documentos foram o mirtilo, a amora e o kiwi, revelando o grande
potencial de utilizagdo de frutas ndo convencionais.

Apesar do consumo de bebidas alcoolicas ser um habito mundialmente difundindo e
influenciado por diversos fatores socioecondomicos e culturais, nos ultimos anos tém-se
observado um aumento no interesse dos consumidores por bebidas com baixo teor alcoolico
e/ou zero alcool (LIGUORI et al, 2018). Isso se deve a varios fatores, incluindo a
preocupacdo em relagcdo aos maleficios causados a saude pelo consumo elevado de etanol e a
sua toxicidade, além de condic¢des especificas, como doencas cardiovasculares, obesidade,
questoes religiosas, gravidez, entre outras (FUCHS; FUCHS, 2021; NUTT et al, 2021).

De maneira geral, os fermentados nao alcodlicos de frutas, também chamados de
zero alcohol, sdo considerados aqueles que possuem um teor menor do que 0,5% de alcool na
sua composicao (BUCHER; DEROOVER; STOCKLEY, 2018). Por outro lado, fermentados
de frutas sdo tipicamente classificados como de baixo teor alcodlico, ou low-alcohol, quando
apresentam um teor alcoolico entre 1 e 7% (v/v) (HUANG et al., 2022). No entanto, ainda
ndo existe um consenso mundial no uso do termo “bebida fermentada com baixo teor
alcoolico”, estando sujeito a variagdes nas regulamentacdes dos diferentes paises, que
carecem de informagdes mais detalhadas sobre esse assunto. Além disso, percebe-se que as
investigacdes sobre os fermentados de fruta com baixo teor alcoolico estdo concentradas nos
processos de fermentacdo controlada, interrupcdo fermentativa, além de processos de
desalcoolizacdo das bebidas por tecnologias de osmose reversa, osmose evaporativa e
destilagdo a vacuo (PHAM et al., 2020; HUANG et al., 2022).

Segundo a International Wine and Spirit Research (IWSR, 2021), o mercado de
bebidas low-alcohol e zero alcohol representa uma participagdo de 3,5% na industria de
bebidas, com um crescimento de mais de 6% em consumo no ano de 2021 nos 10 principais
mercados globais (Australia, Brasil, Canada, Franga, Alemanha, Japao, Africa do Sul,
Espanha, Reino Unido e Estados Unidos), possuindo um valor de mercado de
aproximadamente 10 bilhdoes de dodlares, sendo a Alemanha e a Espanha os lideres em
producdo desse tipo de produto. Diante da importancia econdmica e social, além do potencial
tecnologico que este tema representa, este estudo buscou realizar um estudo prospectivo por
meio da andlise de artigos e patentes sobre a producao de bebidas fermentadas de frutas com
baixo teor alcodlico, a fim de entender o cenario do tema proposto e orientar o

desenvolvimento de novos produtos e tecnologias no setor de bebidas.
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2 METODOLOGIA

Os dados cientificos foram coletados em novembro de 2022 na plataforma Scopus
através de uma busca avangada limitando o tipo de documento a somente artigos de pesquisa
e utilizando uma combinagdo entre palavras-chaves e operadores boleanos (“low-alcohol”
AND fruit AND wine) nos campos titulo, resumo e palavras-chave. Um total de 354 artigos
de pesquisa foram obtidos e seus dados foram exportados em forma de planilha para o
Microsoft Office Excel versao 2019, os documentos foram filtrados apds a leitura dos
respectivos resumos utilizando como critério de sele¢do a presenca do termo low-alcohol em
ao menos um dos campos inseridos na busca, resultando em 52 documentos a serem
analisados.

A prospeccao tecnoldgica foi realizada em janeiro de 2023, com a busca dos
documentos de patentes realizada na base de dados internacional European Patent Office
(Espacenet®), que abrange patentes depositadas em mais de 90 paises. Para realizar o
levantamento do maior niumero possivel de documentos relacionados ao tema de interesse no
Espacenet® foi utilizada a ferramenta de busca avancada, inserindo os mesmo termos da
busca cientifica nos campos “titulo, resumo e reinvidicagdes”, os critérios utilizados para
selecdo de patentes foram: a presencga das palavras low-alcohol em um dos campos de busca e
a mencao do teor alcodlico das bebidas. Os 411 documentos presentes no Espacenet® foram
exportados em forma de planilha para o Microsoft Office Excel versdao 2019, e apos a leitura
dos resumos e descrigdes (quando disponiveis) de todos os documentos, 312 foram excluidos
do estudo por estarem duplicados ou fora dos critérios de inclusdo, restando ao final da

avaliacao 99 documentos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  PROSPECCAO CIENTIFICA

3.1.1 Paises de origem das publicacoes

A maioria dos artigos publicados sobre o tema da pesquisa sdo provenientes de
paises europeus (Espanha, Itdlia, Grécia, Franca e Alemanha), responsaveis por 27
publica¢des, conforme mostrado na Figura 1. De modo geral, o continente europeu apresenta

uma cultura relacionada a elaboragdo ¢ ao consumo de bebidas fermentadas de frutas, em
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especial vinho e sidra (AICV, 2022), o que reflete o interesse em inovagdes nesse setor,
ganhando uma visibilidade e importancia global. Além disso, vale ressaltar que a Asia aparece
com 17 publica¢des na area, com destaque para a China (n = 11). De acordo com FREITAS e¢
al. (2022), a China tem se destacado globalmente pelos esfor¢os significativos em alavancar a
area de ciéncia e tecnologia, com reformas de alto impacto nesta area, refletindo na melhoria
tanto da pesquisa cientifica, quanto do ensino superior, € consequentemente da inovagao, que
desempenha um papel cada vez mais importante na sua economia. Mesmo com nimeros
menos expressivos, paises da Oceania, como Australia e Nova Zelandia (n = 6), e da América
do Sul, como o Chile (n = 3), aparecem com publica¢des na area de fermentados de frutas
low-alcohol, demonstrando uma tendéncia incipiente, mas que esta presente em nivel mundial

nesta area de estudo.

Figura 1 - Artigos cientificos publicados sobre fermentados de frutas low-alcohol por pais.
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CN = China; ES = Espanha; IT = Italia; GR = Grécia; AU = Australia; IN = India; CL = Chile; FR = Franga; DE
= Alemanha; NZ = Nova Zelandia; LB = Libano.

3.1.2 Area de conhecimento das publicacdes

De acordo com a avaliagdo dos artigos publicados por area de conhecimento,

percebe-se que dos 52 artigos avaliados, a grande maioria foi publicada na temadtica de
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Agricultura e Ciéncias Biologicas (n = 42). As demais areas relacionadas foram Quimica;
Imunologia e Microbiologia; Bioquimica Genética e Molecular; Biologia; e Engenharia
Quimica, e Engenharia.

O Quadro 1 mostra as principais informagdes dos artigos mais recentes (2020 a
2022) relacionados a produ¢ao de fermentados de frutas low-alcohol. Observa-se que as frutas
mais citadas nesses trabalhos sdo a uva e a maga, apesar da existéncia de algumas citagdes
com frutas ndo convencionais para elabora¢do de bebidas, como o espinheiro maritimo e a
roma. Entre os principais objetivos desses trabalhos, os mais comuns envolvem a qualidade
das bebidas, como a avaliagdo dos potenciais benéficos a saude, ou a otimizagdo dos
parametros de producao visando uma melhor composicao nutricional e sensorial, que podem
estar atrelados as mudangas de comportamento dos consumidores que buscam cada vez mais
um estilo de vida saudavel. Percebe-se ainda que na grande maioria dos trabalhos, o teor
alcoolico das bebidas manteve-se abaixo de 6%, demonstrando a crescente busca por bebidas
que possuam um teor alcodlico reduzido quando comparadas com fermentados tradicionais

que comumente apresentam valores entre 11 e 14%.
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Quadro 1 - Artigos cientificos publicados recentemente (2020 a 2022) sobre fermentados de frutas low-alcohol na area de Agricultura e Ciéncias

Bioldgicas.

Titulo Fruta(s) Objetivo do estudo al;l;)eéol;.co Referéncia
Effect of Acute Intake of Fermented
Orange Juice on Fasting and . . . . Avaliar os potenciais efeitos benéficos a ,
s ) Laranja (Citrus sinensis . o Escudero-Lopez
Postprandial Glucose Metabolism, L) saude do fermentado de laranja em 0,90% et al. (2022)
Plasma Lipids and Antioxidant Status ' comparagao com 0 suco '
in Healthy Human
Investigar os efeitos dos métodos de
Effgct of 1nocu1a't10n method on the Kiwi (Actinidia 1noculggao de Saccharomyces cerevisiae e 5.30 - Huang et al.
quality and nutritional characteristics . . Wickerhamomyces anomalus nas o
NP chinensis) . SO . 5,50% (2022)
of low-alcohol kiwi wine caracteristicas nutricionais e na qualidade
do vinho low-alcohol de kiwi
. Explorar os efeitos da mistura de suco de
Enhancement of the aroma in low- N . ~
alcohol apple-blended pear wine Pera (Pyrus pera e magd, em diferentes proporgdes,
. ! bretschneideri Rehder) assim como a cultura mista de 6,47 — Yang et al.
mixed fermented with ~ ~ o
. e maca (Malus Saccharomyces com nao Saccharomycesna | 6,53% (2022)
Saccharomyces cerevisiae and non- . D - .
domestica) composi¢ao volatil e nas propriedades
Saccharomyces yeasts . :
sensoriais do vinho de pera
Effect of Fermentation Strategy on Analisar os efeztos de dlferc?ntes estratégias
. A de fermentacao nas propriedades fisico- .
the Quality and Aroma Péssego (Prunus uimicas. teor de mondmeros de fendlicos 5,11 - Liang et al.
Characteristics of Yellow Peach persica L. Batsch) quit P C | 12,76% (2022)
. atividade antioxidante e compostos volateis
Wines . n
no vinho de péssego amarelo
Produzir sidra de pera utilizando culturas
Effects of Saccharomyces cerevisiae mistas de Starmerella bacillaris e
and Starmerella bacillaris on the Pera (Pyrus communis Saccharomyces cerevisiae em inoculagao 5,70 — Guerrini et al.
physicochemical and sensory L) simultanea e sequencial e o seu efeito nas 6,0% (2022)

characteristics of sparkling pear cider

propriedades fisico-quimicas e sensoriais da
bebida
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Characterization of Roselle (Hibiscus
sabdariffa) calyces wine using date
palm (Phoenix dactylifera) fruit
extracts as a substitute for granulated
sugar

Calice de caruru-azedo
(Hibiscus sabdariffa)
com extrato de
tamareira (Phoenix

dactylifera)

Caracterizar o vinho rose produzido a partir
de Hibiscus sabdariffa utilizando extratos
de Phoenix dactylifera como substituto do

agucar

2,15 -
10,24%

Sobowale;
Omosebi e
Animashaun
(2021)

Screening Non-Saccharomyces
Yeasts as Low Ethanol Producing
Starter Cultures

Uva (Vitis vinifera cv.
Chenin Blanc)

Avaliar a capacidade fermentativa de
leveduras nao Saccharomyces sob
condi¢des aerobicas e anaerobicas como
potenciais culturas starters para a producgao
de bebidas low-alcohol

11,9%

Mehlomakulu et
al. (2021)

Chemical composition, sensory
profile and antioxidant capacity of
low-alcohol strawberry beverages

fermented with Saccharomyces

cerevisiae and Torulaspora
delbrueckii

Morango (Fragaria
ananassa)

Investigar a composi¢do quimica, as
caracteristicas sensoriais e a atividade
antioxidante da bebida fermentada /ow-
alcoholde morango com Saccharomyces
cerevisiae € Torulaspora delbrueckii sem
adicdo de acucar

1,3 -
2,7%

Yang et al.
(2021)

Preparation of Low-alcohol
Pineapple Wine by Different
Methods of Terminating
Fermentation

Abacaxi (Ananas
CcOmosus)

Efeitos de diferentes métodos de
terminacdo da fermentacdo na qualidade
dos produtos finais

4,78 —
4,85%

Wang; Zeng ¢
Cai (2021)

Effect of Malolactic Fermentation on
Volatile Compounds of Merlot Low-
alcohol Rose Wine

Uva (Vitis vinifera cv.
Merlot)

Explorar os efeitos da fermentagao
malolatica na qualidade do vinho rose low-
alcoholproduzido com uvas merlot através

da otimizag¢ao de diferentes métodos de
inoculacao

7%

Xia et al. (2020)

Determination of the oenological
properties of yeast strains isolated
from spontaneously fermented grape
musts obtained from cool climate
grape varieties

Uva (Vitis vinifera)

Determinar as propriedades enoldgicas de
leveduras isoladas de mostos de variedades
de uva de clima frio fermentado
espontaneamente

0,1 -
14,15%

Cioch-
Skoneczny et al.
(2020)

Capitalization of sea buckthorn waste
by fermentation: Optimization of

Espinheiro maritimo
(Hippophae

Otimizar as condicdes do processo
fermentativo utilizando superficie de

3%

Gatlan; Gutt e
Naghiu (2020)
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industrial process of obtaining a
novel refreshing drink

rhamnoides L.)

resposta e design Box-Behnken para
produzir uma bebida refrescante de baixo
teor alcoolico utilizando residuos de
espinheiro maritimo

Citrus medica and Cinnamomum
zeylanicum essential oils as potential
biopreservatives against spoilage in
low-alcoholwine products

Cidra (Citrus medica) e
caneleira-verdadeira
(Cinnamomum
zeylanicum)

Avaliar o potencial industrial dos 6leos
essenciais de Citrus medica e Cinnamomum
zeylanicum aplicados em vinhos de baixo
teor alcodlico como agente antimicrobiano
natural contra bactérias deteriorantes

~6%

Mitropoulou et
al. (2020)

Functional pomegranate beverage
production by fermentation with a
novel synbiotic L. paracasei
biocatalyst

Roma (Punica
granatum L.)

Uso de um biocatalisador simbiotico
preparado pela imobilizacao de
Lactobacillus paracasei K5 em farelo de
trigo para fermentacao de suco de roma
utilizando diferentes pHs para o substrato

0,5-1%

Mantzourani et
al. (2020)

Technology development for the
production of self carbonated less
alcoholic lemon beverage

Limao siciliano (Citrus
limon)

Elaboragao e caracterizagao fisico-quimica
e sensorial de uma bebida nutritiva,
clarificada e saborosa através da
fermentagdo do suco de limao da variedade
Baramasi, contento menos alcool e
cabonatado naturalmente

0,803%

Arora e Kaur
(2020)

Suitability of the Lebanese “Ace
spur” apple variety for cider
production using Hanseniaspora sp.
Yeast

Maca (Malus domestica
cv. Ace spur e
Kermerrien)

Investigar as propriedades fisico-quimicas e
fermentativas de macas libanesas e
francesas para producao de cidra usando a
levedura Hanseniaspora sp.

~3,8%

Daccache et al.
(2020b)

Application of anti-transpirant to
control sugar accumulation in grape
berries and alcohol degree in wines
obtained from thinned and unthinned

vines of cv. Falanghina (Vitis
vinifera L.)

Uva (Vitis vinifera cv.
Falanghina)

Avaliar a eficiéncia da aplicagdo de um anti
transpirante natural em videiras de uvas
Falanghina através medidas fisiologicas das
videiras e analises quimicas nas uvas € nos
vinhos

0,9 -
1,6%

Di Vaio et al.
(2020)

Control of the sugar/ethanol
conversion rate during moderate

Maga (Malus domestica
cv. Ace spur)

Investigar o efeito do tratamento com
campo elétrico pulsado moderado na

Entre 3 e
~5%

Daccache et al.
(2020c¢)
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pulsed electric field-assisted
fermentation of a Hanseniaspora sp.
strain to produce low-alcohol cider

fermentagdo do suco de maga utilizando
Hanseniaspora sp. como levedura
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Além disso, essas pesquisas vém ao encontro dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da Organizagdo das Nac¢des Unidas (ONU), que em 2015 propds aos seus
paises membros uma nova agenda de desenvolvimento sustentavel para os préximos 15 anos,
a Agenda 2030 (ONU, 2015). Alguns desses objetivos, em especial os itens 3 (Saude e Bem
Estar), 9 (Industria, inovagdo e infraestrutura) e 12 (Consumo e producdo responsaveis)
podem ser parte da motivagao desses cientistas para investigar as propriedades benéficas e
oportunidades de inovagdo na tecnologia de obtencdo de fermentados de frutas low-alcohol,
em especial aqueles produzidos com frutas ndo convencionais.

Vale destacar que as propriedades bioativas das bebidas com baixo teor alcoolico vém
sendo cada vez mais avaliadas em trabalhos cientificos. Huang et al. (2022) produziram
fermentados de kiwi com valores médios de 5,4% (v/v) de élcool utilizando diferentes
técnicas de inoculacdo de leveduras, sendo que a bebida preparada com a inoculacao inicial de
Wickerhamomyces anomalus seguida de Saccharomyces cerevisiae apresentou o maior teor
de vitamina C e maior aceitagdo sensorial. Yang et al. (2021) avaliaram os potenciais de
bebidas com teores alcodlicos entre 1,3 e 2,7% (v/v) produzidas a partir de diferentes
cultivares de morango, onde a bebida com menor teor alcodlico apresentou os maiores teores

de antocianinas, fendlicos totais e capacidade antioxidante.

3.2  PROSPECCAO TECNOLOGICA

3.2.1 Mapeamento de patentes depositadas por pais/organizacio

A Figura 2 apresenta o quantitativo de patentes depositadas por pais. Como principal
detentor da tecnologia de producao de bebidas de frutas fermentadas com baixo teor alcoolico
destaca-se a China, com 85 patentes, seguida do Japao com 3 documentos, enquanto a Coréia
do Sul, a Franca ¢ a Espanha possuem duas patentes cada. Além disso, Estados Unidos,
Tawian, Roménia, e Republica Tcheca apresentaram uma patente cada, apenas uma patente
foi depositada pela Organizagao Europeia de Patentes (EP). A China ocupa a 12* posi¢ao
entre as 132 economias presentes no indice de inovagao global de 2021 (WIPO, 2021), e em
2020 ocupava o 2° maior numero de hotspots em ciéncia e tecnologia em todo o mundo
(WIPO, 2020a). Além disso, em 2019 se tornou a principal fonte de pedidos internacionais de

patentes depositados junto a World Intellectual Property Organization (WIPO) (WIPO,
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2020b). Ja o Japdo, ocupa a 13" posicdo entre as 132 economias presentes no indice de

inovacao global (WIPO, 2021).

Figura 2 - Quantitativo de patentes depositadas por pais.
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CN = China; JP = Japao; KR = Coreia do Sul; FR = Franga; ES = Espanha; US = Estados Unidos; TW =
Tawian; RO = Roménia; CZ = Republica Tcheca.

Os dados expostos demonstram que paises desenvolvidos e com investimentos
adequados possuem um maior numero de publicagdo e solicitacdo de patentes, fato que
contribui para o seu crescimento econdmico. Vale destacar ainda que a China lidera o ranking
mundial dos paises produtores de frutas com uma produ¢ao superior a 240 mil toneladas em
2020 (STATISTA, 2022), o que aumenta de forma consideravel as alternativas disponiveis no

mercado para serem exploradas.

3.2.2 Codigos de classificaciio internacional de patentes e status de deposito

Segundo a WIPO, os coédigos de classificagdo tém como objetivo estabelecer uma
ferramenta de busca eficaz para a recuperacdo dos documentos de patentes pelos escritérios
de propriedade intelectual e demais usuarios. Os 99 documentos obtidos no Espacenet®

apresentaram um total de 75 diferentes codigos da Classificacdo Internacional de Patentes
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(IPC), uma vez que um documento pode possuir mais de um cédigo. Os dez codigos IPC com
maior frequéncia de aparigdo estdao apresentados na Figura 3, e todos fazem parte da se¢ao C —

Quimica; metalurgia.

Figura 3 — Numero de patentes por codigo IPC na base de dados do Espacenet®.

Secdo Classe Subclasse Grupo Subgrupo Frequéncia

—> C12 — Cl2G [ C12G3/02 —> 49

h g

C12G3/024 ——— 23
C12G3/04 —— 14
— Cl12G3 —
C12G3/025 «#——> 12

C12G3/06 =——> 9

_ CI12G3/026 ¥—> 6

C12G1/022 — 11

— C12G]
C12G1/02 =— 8

— CI2R = CI2R1 +»— CI2R1/865 «——> 23

— CI2H +— CI12H1 <+— CI2H1/07 *—> 6

C = quimica, metalurgia; C12 = bioquimica, cerveja, aguardente, vinho, vinagre, microbiologia, enzimologia,
mutacdo ou engenharia genética; C12G = vinho, preparacdo, bebidas alcodlicas; preparagdo de bebidas
alcoolicas ndo contidas nas subclasses C12C ou C12H; C12R = esquema de indexag¢ao associado as subclasses
C12C - C12Q, relativo a microrganismos; C12H = pasteurizagdo, esterilizacdo, preservacgao, purificacao,
clarificagdo ou envelhecimento de bebidas alcoolicas, métodos para alterar o teor alcodlico de solugdes
fermentadas ou bebidas alcodlicas; C12G3 = preparagdo de outras bebidas alcodlicas; C12G1 = preparacdo de
vinho ou espumante; C12R1 = processos usando microrganismos; C12H1 = pasteurizacao, esterilizagao,
preservagdo, purificagdo, clarificagdo ou envelhecimento de bebidas alcodlicas; C12G3/025 = bebidas com baixo
teor alcoolico (métodos para reduzir o teor alcodlico apds a fermentagdo); C12G3/06 = preparagdo de outras
bebidas alcoolicas com ingredientes aromatizantes; C12G3/026 = preparagdo de outras bebidas alcodlicas com
ingredientes que melhoram a satde; C12G1/022 = preparacdo de vinho ou espumante por tratamento
microbioldégico ou enzimatico; C12G1/02 = preparacdo de mosto de uva, tratamento e fermentacao; C12H1/07 =
separag¢ao por filtracdo.

Os codigos que apresentaram maior frequéncia foram os do grupo C12G3, com
destaque para os subgrupos C12G3/02, o qual se refere a preparacdo de outras bebidas
alcoolicas por fermentagdo, C12G3/024 e C12G3/04 que englobam a preparacdo de bebidas
alcoolicas de outras frutas que ndo sejam do género Vitis e preparagdao de outras bebidas
alcodlicas por mistura, respectivamente. Além disso, o subgrupo C12R1/865, também

apresentou uma frequéncia significativa e refere-se aos processos utilizando Saccharomyces



48

cerevisiae como microrganismo fermentador. E possivel observar que os codigos presentes
nos documentos estdo diretamente relacionados a tematica do mapeamento de patentes
proposto neste estudo, incluindo ndo apenas métodos de redugdo do teor alcodlico, mas
também a preparacgao de bebidas com diferentes leveduras e ingredientes benéficos a saude.
Com relagdo ao status desses documentos, observou-se na base de dados do
Espacenet® que 40,4% dos documentos (n = 40) constam como concedidos, e 59,6%
possuem o status de depositados (n = 59). Quando uma patente ¢ concedida significa que a
mesma atendeu as condigdes de patenteabilidade, que ¢ inovadora e possui aplicabilidade
industrial, e quando o pedido ainda ndo foi concedido significa que se encontra em andlise e
que, desde que ndo seja abandonado ou retirado, continuara sendo levado em consideragao
(DECONINCK et al., 2018). A diferenga entre documentos depositados e patentes concedidas
pode ser justificada pelo tempo de resposta dos o6rgdos avaliadores, que pode variar de acordo
com cada pais. O Brasil apresenta um dos prazos mais longos para concessao de patentes, de
aproximadamente 11 anos, enquanto paises como Estados Unidos e Alemanha possuem
prazos de 2,5 e 3 anos, respectivamente (SILVA et al., 2019¢). Além disso, ¢ preciso que o
depositante mantenha em dia os pagamentos das taxas necessarias para que os documentos

continuem ativos nos sistemas dos escritdrios responsaveis de cada pais.

3.2.3 Inventores e depositantes

Dos 99 documentos de patentes, foram encontrados no total, 338 inventores, dos quais
18 possuem mais de uma patente. Os principais inventores na area de fermentados de frutas
low-alcohol foram Jiang Wiling e Liu Minghan, que s3o inventores e depositantes de quatro
patentes, enquanto Zhang Jun também se destaca constando como inventor de trés patentes.

Quanto aos depositantes foi possivel observar que 40% dos documentos de patente
foram depositados por industrias da area de producdo de bebidas, j4 as institui¢des de ensino e
pesquisa foram responsaveis por 38% dos depdsitos enquanto que 22% dos depdsitos foram
realizados por pessoas fisicas/inventores independentes, duas patentes foram depositadas por
mais de uma institui¢do, através de parcerias entre instituicdes de ensino e industrias.

Entre as industrias, destacaram-se a Sino-French Joint Venture Dynasty Winery,
responsavel por 4 patentes, duas delas foram publicadas em 2008 e tratam de vinho rose
(WANG et al., 2008) e branco (WANG et al.,, 2008) com teores alcodlicos entre 3 e 7%,
sendo utilizada a tecnologia de interrupc¢ao da fermentagao através da reducao da temperatura

do processo e adi¢do de dioxido de enxofre. A terceira patente foi publicada em 2014 (JUN et
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al., 2014) e segundo sua descrigdo trata-se de um vinho branco doce com baixo teor alcoolico
(3 — 5%,), com interrup¢ao da fermentacao através do rapido resfriamento até 0 °C, e posterior
maturacao da bebida em barrica de carvalho durante 3 a 18 meses. A patente mais recente da
empresa foi publicada em 2015 (JUN et al., 2015) e segue o mesmo principio da anterior, mas
possui aroma aprimorado através da imersdo das uvas esmagadas por 6 a 12h para extragdo
dos aromas da casca.

Das 33 institui¢cdes de ensino e pesquisa depositantes, 5 sdo responsaveis por dois
documentos cada o Shanghai Institute of Technology, a Beibu Gulf University, a Northwest

A&F University, a Shaanxi Normal University, € a Tianjin Agricultural University.

3.2.4 Perfil de patentes

No Quadro 2 estdo apresentadas as principais informagdes das patentes depositadas
nos ultimos dois anos (2020 a 2022). Dentre os 14 documentos publicados nesse periodo, 5
utilizaram a uva e 3 a ma¢d como matéria-prima para a elaboracdo dos fermentados, tendo
sido observado um comportamento semelhante nos documentos avaliados na prospecgao
cientifica. Esse ¢ um resultado esperado uma vez que o vinho, produzido a partir da uva, ¢
uma das bebidas mais consumidas no mundo e os seus consumidores estdo cada vez mais
alertas sobre os prejuizos que o consumo didrio de alcool pode causar a satde, levando a
industria a buscar alternativas que promovam a reducgao do teor alcoolico da bebida (JUNIOR
et al., 2019). Além disso, apesar da industria da sidra ser menor que a do vinho, esse resultado
demonstra a sua rapida taxa de crescimento, uma vez que a mag¢d ja ¢ tradicionalmente
conhecida para producdo de sidras e ¢ um dos mercados que mais cresce nos paises do Leste
Europeu (AICV, 2022).

Segundo a Associagdo Europeia de Sidra e Vinhos de Frutas (AICV, 2020), a sidra ¢
a bebida alcodlica obtida exclusivamente pela fermentacdo completa ou parcial de suco de
maca fresco ou concentrado, seu teor alcodlico pode variar entre 1,2 e 8,5% e ja existem

sidras com baixo teor alcoélico no mercado, variando entre 0,5 ¢ 1,2% (GUINE et al., 2021).
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Quadro 2 — Documentos de patentes publicados no Espacenet® entre os anos de 2020 e 2022 sobre fermentados de frutas low-alcohol.

, Numero da . Teor
Titulo publicacdo Tecnologia Fruta(s) alcodlico
Preparation method of Morinda citrifolia Mistura do fermentado latico da fruta com Morinda citrifolia
enzyme fruit wine and morinda citrifolia CN114395460A vinho de uva desalcoolizado por osmose e uva 0,5-7%
enzyme fruit wine reversa
Brewing method of frozen f.ermented low- CN114958510A | Temperatura de fermentagdo entre -6 ¢ 0 °C Uva 1%
alcohol grape wine
Siraitia grosvenorii wine and preparation Concentragao dos nutrientes do suco da fruta Siraitia
& prep CN114410411A | utilizando resina e nanofiltragdo, tempo de . 2-5%
method thereof - ; grosvenorii
fermentacao de 7 a 15 dias
Fru1.t-ﬂavor Iow—alcghol refreshing apple CN113755289A Utilizagdo de l?veQura que possui baixa Magi Fuji 4_ 59,
wine and preparation method thereof tolerincia ao etanol
Yeast strain with low ethanol yield and high CN113773977A Cepa de levedu‘ra com baixa produ.c;ao de Kiwi 2.90%
aroma and use thereof etanol e aplicacdo em uma bebida
. (1: . Preferencialmente
Method for manufacturing of non alcohol KR2022015267 Redugalo (‘10 t,eor alcodlico d'a bebida por uva, framboesa, o
. . destilagdo a vacuo sem deteriorar a cor € o . . 0-10%
wine and low-alcohol wine prepared thereby 3A mirtilo, aronia,
sabor do fermentado ~ ~
roma ou maga
Production method of high-resveratrol low- Destilagdo do fermentado para remover Uva (Vitis
L gn-Tesy .. CNI112812913A | alcool e metanol, mistura do destilado com e <1%
alcohol fermented vitis davidii oral liquid ] davidii)
resveratrol e mogrosideo
Fragrance-enhancing Hanseniaspora opuntiae Adicao de dioxido de enxofre para
and application thereof in low-alcohol sweet | CN113308388B | terminagdo da fermentacdo ao atingir o teor Laranja 7—-8%
navel orange wine alcodlico estipulado
O método pode
Fermentagdo dindmica utilizando placas ser aplicado a
Dynamic brewing method of low-alcohol fruit CN111961553A onde a levedura ¢ anexada, o suco de fruta qualquer fruta, 4_ 59,

wine

utilizado ¢ colocado em contato com essas
placas para se obter o fermentado

como exemplo os
inventores usaram
kiwi
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Brewing method of mulberry leaf and malt

Terminagdo da fermentagao utilizando

. . o CN111394216A centrifugacdo ao atingir o teor alcoolico Amora 5-7%
juice composite low-alcohol fruit wine .
estipulado
Production method of low-§ ugar low-alcohol CN112430515A Destilagdo a vacuo Amora <1 -4%
mulberry wine
Production method for low-qlcohol-content CNI111363653A Tempo de fermentagao curto (24 — 12h) Péssego 4,4 - 5%
yellow-peach wine
Method for continuously producing low- tl}(/)[ilsetﬁl rélocrig dsglaclo gftifrnclltce)l lrll Ouﬁzr;nerzt::&eqﬁg
alcohol sweet wine and grape skin-residue CN111218358A , P quido p Uva 3-7%
o ! residuo gerado para obten¢do do mesmo
fruit juice wine
suco
Preparation method of low-alcohol jujube Mistura do suco concentrado de jujuba e do Jujuba (Ziziphus
P CN111471557A jujuba), maracuja | 3 — 5%

wine and jujube pulp filtering device

extrato da sua casca no fermentado

e macga
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Para a grande maioria das bebidas patenteadas recentemente o teor alcodlico também
se manteve abaixo de 6%, demonstrando que a 4area da pesquisa cientifica e o setor
tecnologico vém apresentando objetivos semelhantes quanto a produ¢do de fermentados de
frutas com baixo teor alcodlico. Entretanto, devido a falta de legislagdes especificas, ainda
existem divergéncias em ambos os setores quanto aos parametros que definem qual o limite
maximo e minimo de teor alcodlico na bebida para que a mesma seja considerada low-
alcohol. Segundo Huang et al. (2022) fermentados de frutas que possuem entre 1 e 7% de
alcool sdo classificados como low-alcohol. Entretanto, o Compendium of International
Methods of Wine and Must Analysis de 2021 da Organizagdo Internacional da Vinha e do
Vinho faz referéncia as bebidas low-alcohol somente como sendo as que possuem teor
alcoolico menor ou igual a 1,5%. Apesar disso, consta nesse mesmo documento um anexo
com os parametros de validagdo relativos a medi¢do do teor alcodlico dessas bebidas, onde
sdo citadas amostras contendo até 6,5% de alcool (OIV, 2021).

As defini¢des disponiveis e facilmente encontradas nesta tematica estdo diretamente
relacionadas as bebidas consideradas zero alcool ou desalcoolizadas. Segundo o Codigo de
Leis dos Estados Unidos, sdo consideradas bebidas ndo alcéolicas as que contém menos de
0,5% (v/v) de élcool na sua composicao (US, 1988). No Brasil, a DIPOV — Divisao de
Inspecao de Produtos de Origem Vegetal menciona que o fermentado de uva desalcoolizado
deve ter um teor alcodlico inferior a 0,5% (v/v), sendo submetido a um processo fisico
adequado para remocao do alcool apds a fermentagdo tradicional.

Dentre as tecnologias utilizadas para a obtengdo das bebidas patenteadas nesses
documentos, destacam-se a interrup¢ao da fermentagdo quando o produto atinge o teor
alcoolico desejado, a destilagdo a véacuo, além de técnicas como a diluig¢do, filtragdo por
membranas, fermentagdes de curta duracdo ou a baixas temperaturas, assim como a utilizagdo
de leveduras ndo-Saccharomyces e leveduras com baixa tolerancia ou baixa producdo de

etanol.

4 EVOLUCAO ANUAL DOS ARTIGOS E PATENTES

A evolugao anual das publicagdes de artigos cientificos e patentes sobre fermentados
de frutas low-alcohol est4 exposta na Figura 4. A principal diferenga a ser observada ¢ a maior
quantidade de patentes em relacdo aos artigos cientificos. Além disso, enquanto a primeira
patente foi publicada em 1973, o primeiro artigo na area data do ano de 1998, apresentando

um intervalo de 25 anos, durante o qual foram publicados somente 6 documentos de patentes.
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Figura 4 — Evolugdo anual dos artigos cientificos e documentos de patentes na area de

fermentados de frutas de baixo teor alcodlico.

«Patentes -+ Artigos

w 1 J =+ £ I I * = 1 ==+ 1 I I = == 1 I T T I T T T

LN O Y alen T M O >0 DO —V N e TN o >0 N —

e = = === == === =R T B T e R R I B o I o |

SN N O O O O O O O O O O © O O © © O O O© O O O O O

Lo o B N I N B o N o Y o B N A o Y o Y N B oo IR o Y N AN o [ o Y ot N oo\ B o A ot B o A o I o B o IR @ |
Anos

E possivel observar que os dois primeiros artigos sobre o assunto sio do final da
década de 90 (1998 e 1999), com um aumento gradual das publicagdes a partir de 2010,
apresentando um nimero expressivo em 2020 (n = 11), provavelmente devido a crescente
preocupagdo da populagdo nos ultimos anos em consumir bebidas mais saudaveis, o que
estimulou a pesquisa sobre o tema. Por outro lado, em 2021, o niumero de publicagdes foi
menor, o que pode ser explicado pelos impactos da pandemia de COVID-19 na érea da
produgdo cientifica mundial.

J& as patentes, também apresentaram um aumento significativo a partir de 2010, que
pode estar relacionado ao avango das tecnologias empregadas na producao de bebidas, com
consequente aumento do interesse dos diversos setores da sociedade em desenvolver e
proteger as tecnologias envolvendo bebidas de frutas com baixo teor alcoolico. Além disso, o
alerta langado em 2010 pela Organizagdo Mundial da Saude, através de uma resolucdo que
abordava estratégias globais para reduzir o consumo excessivo de alcool (WHO, 2010), pode

ter grande influéncia nesse aumento.
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Por outro lado, a diferenga na quantidade de patentes em comparagdo a de
publicagdes cientificas pode estar relacionada com o fato de que a tecnologia de fermentacao
alcoodlica ja ¢ muito bem difundida na industria e os produtos gerados por ela sdo
mundialmente conhecidos, facilitando a invencdo de novos produtos na darea, enquanto as
pesquisas cientificas visam principalmente a caracterizagao desses produtos e avaliacdo dos
seus potencias beneficios a saude, topico que vém ganhando cada vez mais atencdo nos

ultimos anos.

5 PERSPECTIVAS PARA O MERCADO DE BEBIDAS LOW-ALCOHOL

O consumo nocivo de alcool ¢ a causa de cerca de 5,3% das mortes anualmente em
todo o mundo, o que representa uma média de 3 milhdes de pessoas, o impacto negativo que o
consumo de alcool pode causar a saide estd associado ao risco de desenvolvimento de
transtornos mentais € comportamentais, doengas como cirrose hepatica, cancer e doencgas
cardiovasculares, além do risco de lesdes decorrentes de violéncia e acidentes de transito
(WHO, 2022a). Por esses e outros motivos torna-se importante o desenvolvimento de
fermentados com baixos teores alcoolicos, uma vez que os consumidores tém se preocupado
cada vez mais com a saude, fato evidenciado por dados que mostram uma diminui¢dao no
consumo de alcool em todo o mundo entre 2010 e 2019 (WHO, 2022b).

Além disso, os baixos impostos e tarifas relacionados ao teor de alcool reduzido nos
fermentados de frutas chamam a ateng¢ao do setor comercial (YANG et al., 2021). Isso porque
a tributagdo especifica do alcool, isto €, que calcula o valor do imposto com base na
quantidade de etanol que uma bebida contém, do ponto de vista da satde publica ¢ a melhor
opgdo para que os governos possam controlar e reduzir o consumo nocivo de alcool, pois essa
medida aplicada em paises de alta renda que tém alta prevaléncia de consumidores de alcool,
por exemplo, pode incentivar o consumo de bebidas com baixo teor alcodlico em vez de
bebidas com alto teor alcodlico (SORNPAISARN et al., 2017; WHO, 2020).

Vale ressaltar que um dos poucos nichos de bebidas fermentadas com baixo teor
alcoodlico que ja possui um mercado bem estabelecido ¢ o da cerveja. Enquanto os
fermentados produzidos a partir de frutas ainda estdo em ascensao mundialmente, uma vez
que esse tipo de bebida ndo ¢ encontrada com tanta facilidade no mercado. Outro aspecto esta
relacionado a possibilidade de exploragdo de frutas nativas e exoticas, muitas vezes

subutilizadas na industria de bebidas, além de ser uma alternativa viavel para contornar os
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problemas de perdas pds-colheita, auxiliando na preservacao de espécies, e possibilitando a
criacao de um fonte de renda para pequenos produtores.

Entretanto, durante a execu¢do da pesquisa ndo foi encontrada uma regulamentacao
especifica a nivel mundial para os parametros de identidade e qualidade desse tipo de produto,
sendo esse um topico desafiador e que chama atengdo, pois dificulta a padronizagdo e

comercializacao dessas bebidas dentro de parametros legais.

6 CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que nos ambitos cientifico e tecnoldgico houve, nos
ultimos dez anos, um aumento no interesse pelas tecnologias envolvendo a producdo de
bebidas fermentadas de frutas com baixo teor alcoolico, principalmente devido ao apelo
saudavel que essas bebidas possuem. O principal pais detentor dessas tecnologias e da maior
producao cientifica ¢ a China. O Brasil ndo possui nenhuma patente depositada e nenhum
artigo publicado nessa area, apesar de ser o terceiro pais no ranking mundial de producdo de
frutas, ressaltando a importancia do incentivo a pesquisa, inovacao e tecnologia, uma vez que
o numero de depositos de patentes e de producdo cientifica estdo relacionados com
desenvolvimento econdmico do pais.

Entre as principais matérias-primas encontradas nos artigos e nas patentes podem ser
citadas frutas ja utilizadas tradicionalmente para producdo de fermentados alcodlicos como a
uva ¢ a maga. Porém, frutas como kiwi, amora e pera também estavam entre as mais citadas,
demonstrando o interesse dos inventores e cientistas em aproveitar frutas ndo convencionais

para trazer inovacao ao mercado de bebidas low-alcohol.
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CAPITULO 3 - INFLUENCIA DE TRATAMENTO ENZIMATICO ASSISTIDO POR
ULTRASSOM NAS PROPRIEDADES FERMENTATIVAS E NO POTENCIAL
BIOATIVO DO FERMENTADO DE UVAIA (EUGENIA PYRIFORMIS CAMBESS)
COM BAIXO TEOR ALCOOLICO
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RESUMO

Nos ultimos anos os fermentados de frutas de baixo teor alcodlico vém ganhando espago entre
os consumidores e cientistas da area. A uvaia (Eugenia pyriformis Cambess), nativa da regido
Sul do Brasil apresenta grande potencial de aplicacdo como matéria-prima para esse tipo de
bebida, além disso, visando otimizar o processo fermentativo e a qualidade do produto,
tratamentos utilizando enzima e ultrassom podem ser aplicados nas etapas que antecedem a
fermentagdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de diferentes tratamentos
utilizando enzima e ultrassom na composicao quimica do fermentado de uvaia de baixo teor
alcodlico, através do acompanhamento da fermentacdo, da analise de pH, cor, agucares,
acidos organicos, compostos fenodlicos totais, individuais e atividade antioxidante dos mostos
e fermentados, além de avaliar os efeitos da digestdo gastrointestinal in vitro nas propriedades
bioativas dos fermentados. Os tratamentos com enzima e o enzimatico assistido por ultrassom
apresentaram maior liberagdo de CO; no primeiro dia de fermentacao (2,16 e 2,17g) e maior
teor de solidos soluveis totais nos mostos e fermentados (6 € 5,9 °Brix nos mostos ¢ 3 °Brix
em ambos os fermentados). A composicdo de agucares e acidos organicos foi fortemente
influenciada pelo processo fermentativo. O fermentado tratado com enzima e ultrassom
apresentou os maiores teores de acido malico (1316,92 + 2,70 mg/100mL), de compostos
fenolicos totais (337,03 + 8,71 mg EAG/L) e atividade antioxidante (73,38 + 2,78 uM
Trolox/100mL para FRAP e 300,90 £ 19,98 para ABTS), além de menor teor alcoolico
(3,71%), além de apresentar forte relacdo positiva com a atividade de inibi¢do do radical
ABTS, com flavonoides e acidos fendlicos como o p-cumarico e o acido galico. Na digestdo
in vitro os tratamentos com enzima e ultrassom, separadamente, apresentaram menor
diminui¢do dos compostos fenolicos totais, ja esses tratamentos de forma combinada
aumentaram em 50% a atividade antioxidante (ABTS), e apresentaram teores expressivos de
acido p-cumarico na fase intestinal. Este trabalho € pioneiro na elaboragdo do fermentado de
uvaia de baixo teor alcodlico utilizando tratamentos pré-fermentativos com enzima e
ultrassom, os quais aplicados simultaneamente otimizaram o processo fermentativo e as
caracteristicas quimicas da bebida, trazendo inovacdo para o mercado e promovendo a
valorizagao das frutas regionais do Sul do Brasil.

Palavras-chave: Uvaia; Fermentagdo; Enzima; Ultrassom; Baixo teor alcoodlico.
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1 INTRODUCAO

As bebidas alcoodlicas t€m sido produzidas hd milhares de anos, sendo o vinho e a
cerveja as mais populares em todo o mundo. No entanto, recentemente tem aumentado a
demanda da sociedade e o interesse da industria pela producdo de bebidas obtidas a partir de
diferentes substratos (PATIL et al., 2021). Algumas motivagdes para esse crescente interesse
estdo relacionadas a oportunidade de aproveitamento dos excedentes das producdes agricolas,
a utilizagdo de subprodutos agroindustriais, além da exploracdo do potencial de matérias-
primas subutilizadas pela induastria, como ¢ o caso de frutas exoticas, nativas, e as
consideradas nao convencionais (LOPES ez al., 2019).

Os fermentados alcoolicos de frutas ndo convencionais estdo ficando mais populares
entre os consumidores por possuirem aromas Unicos e sabores diferenciados, apresentando
geralmente um menor teor alcoodlico em comparagdo aos vinhos (MERLINO et al., 2021).
Além disso, o interesse por bebidas com baixo teor alcodlico também vem crescendo, uma
vez que a populagdo esta ficando cada vez mais consciente dos maleficios que o consumo de
alcool pode causar a saude. Assim, alternativas de bebidas com baixo teor alcoolico, também
denominadas low-alcohol, obtidas por processos fermentativos convencionais e/ou técnicas de
desalcoolizacdao, tém despertado o interesse dos consumidores pois contém naturalmente
compostos bioativos e proporcionam vantagens a saide devido & menor ingestdo calorica,
menor risco de desenvolvimento de doencas relacionadas ao consumo de alcool, assim como
menor risco de envolvimento em acidentes (LIGUORI et al., 2018). Pesquisas cientificas
nessa area ainda sdo incipientes, mas alguns trabalhos tém relatado a utilizacao de diferentes
espécies de frutas para a elaboragdo de fermentado de frutas com baixo teor de alcool, como
por exemplo o morango (YANG et al, 2021), o kiwi (HUANG et al., 2022), a laranja
(CERRILLO et al, 2019) a maca e a pera (YANG et al., 2022).

Nesse sentido, o Brasil apresenta grande potencial de elaboracao de fermentados de
frutas com baixo teor alcoodlico, pois apresenta uma elevada diversidade de espécies frutiferas
subexploradas (ANUNCIACAO et al,, 2019). A Regido Sul do Brasil é detentora de uma
grande biodiversidade vegetal (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011), com destaque para o
bioma da Mata Atlantica, caracterizado por apresentar uma riqueza de espécies, incluindo
diversas frutiferas nativas (CARVALHO; CONTE-JUNIOR, 2021). No entanto, apesar dessa
riqueza e do potencial que ela representa, as frutas nativas ainda sdo pouco conhecidas e
utilizadas comercialmente, sendo fundamental intensificar as pesquisas em busca de uma

maior valorizacdo desse patrimonio genético e cultural.
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Dentre as frutas nativas encontradas nesse bioma, a uvaia (Eugenia pyriformis
Cambess), pertencente a familia Myrtaceae, vem despertando o interesse dos pesquisadores,
devido as suas caracteristicas sensoriais exdticas e potenciais beneficios a saude
(DACOREGGIO et al, 2021; SGANZERLA; SILVA, 2022). Essa fruta tem sido
amplamente reconhecida por sua elevada atividade antioxidante, além de quantidades
consideraveis de pigmentos, vitaminas, minerais € compostos fenélicos (WANDERLEY et
al., 2022a; FARIAS et al., 2020b; NETO; SILVA; DANTAS, 2020; SCHMIDT et al., 2019).
Nos ultimos anos tem se notado o crescimento de pesquisas que relatam a aplicagdo da polpa
de uvaia no desenvolvimento de novos produtos, como na elaboragdo de hidroméis
(WANDERLEY et al, 2022b), iogurtes zero lactose (BIANCHINI et al., 2020a), na
formulacdo de néctar misto de laranja e uvaia (SILVA ef al., 2019b), na elaboracdo de sorvete
de uvaia fortificado com ferro (GIAROLA; PEREIRA; RESENDE, 2015) e na aplicagdo das
cascas e sementes como corantes em produtos de panificagdo (AVELAR et al., 2019).

Dentro deste contexto, o processo fermentativo torna-se uma alternativa para o
aproveitamento da uvaia, pois a partir desse processo bioquimico pode-se prolongar a vida
util do produto, bem como auxiliar na extracdo de compostos bioativos (SARANRAJ;
SIVASAKTHIVELAN; NAVEEN, 2017). Além disso, os frutos de uvaia apresentam um teor
médio de sélidos soluveis totais (SST) entre 4,0 e 6,0 °Brix (SGANZERLA et al,, 2019), uma
condi¢do desejavel para a elaboragdo de fermentado de frutas com baixo teor alcoodlico.
Algumas estratégias podem ser empregadas na etapa pré-fermentativa a fim de otimizar o
processo e melhorar a qualidade do produto, como o tratamento com enzimas pectinoliticas,
que auxiliam a extracdo e a clarificagdo do mosto, bem como a liberacdo de compostos
fendlicos, importantes para as propriedades funcionais dos fermentados (NINGA et al., 2021;
JIANG:; LU; LIU, 2020b).

Outro tratamento que vem sendo empregado na etapa pré-fermentativa ¢ o ultrassom,
visando melhorar o crescimento das leveduras e a extracdo de compostos bioativos (YU et al.,
2021). No suco de Berberis amurensis Rupr., uma espécie presente principalmente na China,
o tratamento enzimatico foi responsavel pela maior liberagdo de compostos fendlicos
enquanto a sonicagdo provocada pelo ultrassom aumentou a concentracdo da antocianina
majoritaria presente no suco em 20%, afetando diretamente a percepcdo de cor da bebida
(RADZIEJEWSKA-KUBZDELA et al., 2020). O uso do ultrassom também se mostrou eficaz
no aumento de compostos bioativos e na atividade antioxidante do suco combinado de uva e
cenoura logo apds o tratamento e durante o armazenamento por 90 dias (NADEEM et al,,

2018). Além disso, o tratamento com enzimas pectinoliticas assistido por ultrassom
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promoveu o aumento de rendimento, do teor de SST e a clarificacdo de suco de banana
(BORA; HANDIQUE; SIT, 2017).

Assim, neste trabalho hipotetizamos que a utilizacio de tratamentos pré-
fermentativos com pectinase e ultrassom auxilia a condugdo adequada do processo
fermentativo da uvaia, bem como colabora para a extragdo de compostos fenolicos, podendo
aumentar a sua bioacessibilidade e agregando valor a essa fruta nativa brasileira subutilizada.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do pré-tratamento enzimatico com
pectinase, assistido por ultrassom, nas propriedades fermentativas e no potencial bioativo de

fermentado de uvaia com baixo teor alcoolico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PROCESSAMENTO DA POLPA DE UVAIA

Os frutos de uvaia foram adquiridos de produtores locais e coletados em fevereiro de
2022 na cidade de Urupema (Santa Catarina, Brasil) (28,09195° S; 49,93676° O). Para
obten¢do das polpas os frutos foram higienizados com hipoclorito de sédio (100 mg/L) e
lavados em 4gua corrente, em seguida as sementes foram separadas manualmente e a fruta foi
triturada em uma centrifuga de alimentos (Britania, Parand, Brasil) e peneirada. As amostras
de uvaia foram entdo armazenadas em sacos de polietileno e mantidas congeladas (-18 °C) até

o momento das analises.

2.2 ELABORACAO E CARACTERIZACAO DOS FERMENTADOS DE UVAIA COM
BAIXO TEOR ALCOOLICO

2.2.1 Preparacio dos mostos e conducio do processo fermentativo

Os mostos foram elaborados em duplicata em quatro formulagdes diferentes de
acordo com a metodologia proposta por Jiang, Lu e Liu (2020b), com modificacdes: 1)
controle (C) (sem pré-tratamento enzimatico e sem ultrassom), 2) com pré-tratamento
enzimatico e sem ultrassom (E) 3) sem pré-tratamento enzimdatico € com ultrassom (U), 4)
com tratamento enzimatico e com ultrassom (EU). Em todos os mostos foi adicionado
metabissulfito de potassio (50 mg/L) (Neon Comercial, Suzano, Brasil) e cultura comercial de

Saccharomyces bayanus (Red Star Premier Blanc, Langerbruggekaai, Bélgica) (1 g/L). O
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tratamento enzimatico foi realizado com pectinase de Aspergillus aculeatus (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, E.U.A) na concentracdo de 0,1% (v/v), a 40 °C por 1 hora. O
tratamento de ultrassom foi realizado em baixa frequéncia (25 kHz) (Unique, MaxiClean
1650A, Brasil), também a 40 °C, por 1 hora (DAI et al, 2017) . Ao final dos tratamentos a
enzima foi inativada a 97 °C por 30 segundos e resfriada em banho de gelo (LIU et al., 2018;
MA et al., 2015). Antes de iniciar a fermentagdo, uma porcao de cada amostra dos mostos foi
retirada para andlises posteriores, sendo centrifugada a 4000 rpm (1968 g) por 10 minutos,
trés vezes (Hermle Z 200 A, Wehingen, Alemanha), e filtrada a vacuo com papel filtro
quantitativo.

As fermentacdes para cada tratamento foram conduzidas em duplicata, utilizando
fermentadores de vidro em incubadora BOD (TE-371, Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 20°C. A
cinética da fermentagdo foi estimada monitorando diariamente os valores de solidos soliveis
totais (SST), em refratometro digital (Hanna Instruments HI96801, Sao Paulo, Brasil), e a
quantidade de CO, liberada, a partir da pesagem dos fermentadores até massa constante (Yang
et al., 2021). Ao final da fermentacdo os fermentados foram refrigerados e posteriormente
receberam o mesmo tratamento dos mostos sendo centrifugados, filtrados e mantidos sob

congelamento (-18 °C) até o momento das analises.

2.2.2 Determinacao do pH, aciicares e acidos organicos

A avaliagdo do pH, dos agucares (glicose, frutose e sacarose) e dos acidos organicos
(maleico, maldnico, fumadrico, tartarico, férmico, citrico, malico, glicolico, latico, gluconico,
succinico, glutarico, acético, proprionico) foi realizada tanto nos mostos (antes da
fermentacdo) quanto nos fermentados (ap6s a fermentacao).

O pH foi determinado utilizando um potenciometro (Tec-7, Tecnal, Piracicaba,
Brasil). A determinagdo dos agucares foi realizada de acordo com a metodologia proposta por
Rizelio et al., (2012), com modificagdes. As amostras tratadas (centrifugadas e filtradas)
foram submetidas a centrifugacdo novamente no momento da andlise a 9,861 g por 10
minutos (MiniSpin® plus). Apds a centrifugacdo, aliquotas do sobrenadante foram diluidas na
proporcao adequada para cada amostra e entdo submetidas a analise. Os resultados foram
expressos em mg/mL.

Para a determinacdo dos acidos organicos, as amostras foram diluidas na proporg¢ao
de 9:1 (v/v) com padrdo interno 4cido glioxilico (2 mmol/L) e a anélise foi realizada de

acordo com Brugnerotto ef al., (2019). Os resultados foram expressos em mg/100mL. Em
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ambas as analises foi utilizado um sistema de eletroforese capilar (modelo 7100, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, E.U.A.), equipado com detector de arranjo de diodos e software
HP ChemStation® (rev A.06.01) para aquisi¢ao e tratamento dos dados. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

2.2.3 Analise de cor

A andlise de cor dos mostos e dos fermentados de uvaia foi determinada em um
colorimetro (Minolta Chroma Meter CR-400, Osaka, Japao), ajustado para operar com iluminante
D65 e angulo de observagdo de 10°, previamente calibrado. A escala de cor CIELab foi usada
para medir os parametros L*, a* e b*. Onde o parametro L* ¢ a luminosidade (0 = preto e 100 =
incolor), a* mede os tons de verde (-a*) e vermelho (+a*) e b*determina os tons de azul (-b*)
e amarelo (+b*). A cromaticidade (C*) indica a saturacdo global da cor, enquanto o angulo h*
define as tonalidades em avermelhadas, esverdeadas, amareladas e azuladas (PATHARE;
OPARA; AL-SAID, 2012; CANUTO et al., 2010). As leituras foram realizadas em cubeta de

vidro, em triplicata.

2.2.4 Quantificacio do etanol e demais metabdlitos da fermentacao

A determinacdo do teor alcodlico e dos metabolitos da levedura foi realizada
somente nas amostras de fermentado através de um cromatografo gasoso (Shimadzu GC-2010
plus (Schimadzu, Japao) acoplado com um detector de ionizacao de chamas (FID) (LIU et al,,
2018). Os compostos analisados foram etanol, metanol, 1-propanol, 3-metil-1-butanol, 2-
metil-1-butanol, glicerol e acetato de etila, os quais foram quantificados usando curvas de
calibragao de padrdes externos em diferentes concentragdes. As amostras foram injetadas, em
triplicata, em uma coluna HP-INNOWax (30 m x 0,25mm i.d., 0,25um, Hewlett-Packard,
Avondale, PA). As temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas para 220 °C e 280
°C, respectivamente. A rampa de aquecimento iniciou com a coluna a 40 °C por seis minutos,
seguida de um aumento de 15 °C/min até 240 °C. O gas carreador utilizado foi o hidrogénio a

3 mL/min.

2.2.5 Determinacio dos compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante in vitro
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As amostras dos mostos e fermentados (centrifugados e filtrados) foram usados como
extratos. O teor de compostos fenolicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
(SINGLETON; ROSSI, 1965) em espectrofotometro UV-VIS (modelo U-1800, Hitachi,
Japao). Os resultados foram expressos em mg equivalente de acido galico (EAG) por litro de
amostra.

A capacidade antioxidante foi determinada pelos métodos de atividade de captura do
radical livre ABTS" (RE et al., 1999) e pelo potencial antioxidante redutor férrico (FRAP)
(BENZIE; STRAIN, 1996). Os resultados dos ensaios de ABTS e FRAP foram expressos em
UM equivalente de Trolox (TEAC) por 100 mL de amostra.

2.2.6 Avaliacdo dos compostos fendlicos individuais

Para quantificagao dos polifenois individuais as amostras de mostos e fermentados ja
centrifugadas e filtradas foram submetidas novamente a filtracdo em filtro de seringa de 0,22
um com membrana de politetrafluoretileno (PTFE) (UNIFIL), e armazenadas em vials de 2
mL sob refrigeragdo, para posterior analise.

A andlise de polifenois individuais foi realizada por cromatografia liquida com
ionizagdo por eletrospray e espectrometria de massa em tandem (LC-ESI-MS/MS) em um
cromatografo Agilent 1290 (Agilent Technologies, Wilmington, DE, EUA) acoplado a um
espectrometro de massa com quadrupolo hibrido de armadilha i6nica QTRAP 5500 (Sciex,
Foster City, CA) equipado com uma fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI). A separagao
dos fenolicos foi realizada em uma coluna VENUSIL CI18 (100 mm x 2,1 mm; diametro de
particula de 3 pm; Bona Angela Technologies, Wilmington, DE, EUA) com uma vazao de
300 pL/min, e com injecdao de 5 pL para todas as solucdes (padrdao e amostra). A fase movel
foi composta pelo solvente A (dgua com 0,1% de acido férmico) e solvente B (acetonitrila
com 0,1% de acido formico). O gradiente para fase movel foi programado da seguinte forma:
98% A (v/v) de 0 a 4,0 min, 98-80 A (v/v) de 4,0 a 7,0 min, 80-10% A (v/v) de 7,0 a 14,0
min, 10% A (v/v) de 14,0 a 15,0 min, 10-98% A (v/v) de 15,0 a 17,0 min.

A analise por espectrometria foi realizada no modo Monitoramento de Reac¢des
Multiplas (MRM) seguindo os seguintes parametros: voltagem do spray de ions (IS): 5500 V;
cortina de gés: 25 psi; gas nebulizador (GS1) e gés auxiliar (GS2): 55 psi; temperatura da
fonte: 400 °C. Nitrogénio foi usado como gas de nebulizacao (SERAGLIO et al., 2016).
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2.2.7 Simulacio gastrointestinal in vitro e bioacessibilidade dos compostos fendlicos e

capacidade antioxidante

A simulagdo gastrointestinal in vitro foi realizada nos fermentados de uvaia
conforme protocolo descrito por Minekus et al, 2014. Consistindo em trés fases,
denominadas oral, géstrica e intestinal, com uma amostra controle, sem a presenca das
enzimas o-amilase, pepsina, pancreatina ou sais biliares. No final de cada fase da digestdo, as
amostras foram coletadas, filtradas e armazenadas para avalia¢do da capacidade antioxidante
e dos compostos fendlicos totais e individuais, de cada fracdo, conforme descrito nas
subsecdes 2.2.5 ¢ 2.2.6.

O efeito da digestdo in vitro na composicao fenolica dos fermentados de uvaia foi

avaliado pelo indice de bioacessibilidade, calculado pela Equacdo 1 (DANTAS et al., 2019).

A
IB (%) = 5 x100

(1

Onde A ¢ a concentragdo dos compostos fenolicos totais, individuais e a atividade
antioxidante da fase intestinal ¢ B ¢ a concentracdo respectiva desses pardmetros nos

fermentados ndo digeridos.
2.3 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada no software STATISTICA versdo 7.0
(StatSoft, Inc., S3o Caetano do Sul, SP). A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para
identificar as diferencas significativas (p < 0,05) entre as amostras, sendo estas diferencas
avaliadas através do teste de Tukey e t quando adequado.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ACOMPANHAMENTO DO PROCESSO FERMENTATIVO

Os dados da cinética de fermentagdo da uvaia estdo apresentados na Figura 1, através

da produgao de CO; (A) e do teor de solidos soluveis totais (SST) (B). Foi possivel observar
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que no primeiro dia de fermentagdo houve uma grande liberagdo de CO, em todas as
amostras, acompanhada de um decréscimo significativo (p < 0,05) no teor de SST. As
amostras que foram tratadas com pectinase (E e EU) apresentaram um comportamento
semelhante para liberagdo de CO,, com uma maior (p < 0,05) produ¢do no primeiro dia de
fermentagdo (2,16 e 2,17 g, respectivamente), a partir do segundo dia de fermentagdo ndo

houve diferenca (p > 0,05) na liberacdo de CO, para todas as amostras.

Figura 1 — Produgdo de CO; (A) e teor de solidos soluveis totais (B) ao longo dos 5 dias de

fermentagdo da uvaia.
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Fonte: Proprio autor (2022). C = fermentado controle (sem tratamento); E = fermentado tratado com enzima; U =
fermentado tratado com ultrassom; EU = fermentado tratado com enzima e ultrassom. Dados representados pela
média + desvio padrao das duplicatas da fermentacdo (n = 2).

A fermentacao foi finalizada no quinto dia de processo, quando tanto a producao de
CO,, quanto o teor de so6lidos soltveis totais de todas as amostras encontravam-se estaveis. No
dia 0, os mostos de uvaia que foram tratados com a enzima pectinase (E e EU) apresentaram
maiores teores de SST (6,0 e 5,9 °Brix, respectivamente) sendo significativamente maior (p <
0,05) em comparagdo com as amostras C e U (5,6 e 5,6 °Brix, respectivamente),
comportamento esse que se manteve até o final da fermentagdo, com uma diminui¢ao de cerca
50% nesses valores: 3,2 e 3,0 °Brix para E e EU, e 2,3 ¢ 2,4 para C ¢ U. Resultado semelhante
foi observado por Jiang et al. (2020b) em fermentados de pitaya adicionados de pectinase,
onde o valor de SST reduziu 42% em 14 dias de fermentacdo, passando de 20,4 para 8,7
°Brix.

A produgdo de CO, com consequente diminui¢do do teor de SST ¢ um
comportamento explicado pelo mecanismo de acdo das leveduras em anaerobiose, que
metabolizam a fonte de carbono disponivel no mosto (frutose, glicose, sacarose) até
transformé-la em duas moléculas de piruvato que posteriormente serdo convertidas em dois
acetaldeidos e dois CO; pela acdo da enzima piruvato descarboxilase, para entdo reduzir o

acetaldeido a etanol, através da enzima alcool desidrogenase (VENTURINI FILHO, 2016).

3.2  ANALISES DE PH, ACUCARES E ACIDOS ORGANICOS

Na Figura 2 estdo apresentados os valores de pH dos mostos e fermentados de uvaia.
A uvaia ¢ uma fruta considerada acida, que possui um pH naturalmente baixo, variando entre
2,96 e 3,74 (SILVA et al, 2022). Foi possivel observar que entre as amostras de mosto
avaliadas, a controle apresentou o maior (p < 0,05) valor de pH (3,32) em comparacdo aquelas
tratadas com enzima e/ou ultrassom, enquanto os valores de pH entre os fermentados se

mantiveram estatisticamente iguais.
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Figura 2 — Valores de pH dos mostos e fermentados de uvaia.
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Fonte: Proprio autor (2022). C = amostra controle (sem tratamento); E = amostra tratada com enzima; U =
amostra tratada com ultrassom; EU = amostra tratada com enzima e ultrassom. Dados representados pela média
+ desvio padrio das duplicatas da fermentagio (n = 6). > letras minusculas representam diferenca significativa

(p < 0,05) entre tratamentos, para mostos e fermentados separadamente. *® letras maiusculas representam

diferenca significativa (p < 0,05) entre mosto e fermentado para cada tratamento.

Por outro lado, ao longo da fermentagdo foi observado um leve aumento do pH para
todas as amostras (p < 0,05), com valores médios finais em torno de 3,51. De acordo com
Saranraj, Sivasakthivelan e Naveen, (2017) o pH afeta diretamente a estabilidade das bebidas
fermentadas, sendo que valores de pH abaixo de 3,5 inibem o crescimento da maioria dos
microrganismos no meio, favorecendo apenas o desenvolvimento de culturas fermentativas.

Quanto a composicdo de agucares dos mostos e fermentados (Tabela 1),
independente dos tratamentos realizados nos mostos, foram observados valores mais
expressivos para a sacarose, seguidos da frutose e glicose, respectivamente. Um perfil de
acucares diferente foi observado por Wanderley et al. (2022a) em polpas de uvaia que

apresentavam como aglcar majoritario a frutose. Diferentes composi¢cdes em aglcares
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também foram encontradas em seis diferentes acessos de uvaia, sendo que trés variedades
possuiam a sacarose como agucar majoritario enquanto as outras trés apresentaram a frutose
como o agucar predominante. (SILVA et al., 2019a). De acordo com Jawad et al. (2020), a
variagdo dos teores de aglicares em frutas da mesma espécie, pode estar relacionada com os
estagios de maturagdo dos frutos, local de cultivo, além de condi¢des ambientais e fito-

hormonios.

Tabela 1 — Teor de agucares individuais nos mostos e fermentados de uvaia (mg/mL).

Amostra Frutose Glicose Sacarose
C 25,44 +£1,33* 17,54+0,65 51,09+ 3,32ab
E 27,67 +2,01* 17,72+ 1,60aA 43,22 + 4,45b

Mosto
27,07 +2,57* 19,03+ 1,83" 54,84 + 488"
EU  27,77+3,63* 1828+ 1,50 44,98 +3,56°
C N.D N.D <0,022*
Fermentad E N.D 8,02 + 0,74 N.D
0 U N.D N.D <0,022*
EU N.D 7,25 + 0,998 N.D

Fonte: Proprio autor (2022). C = amostra controle (sem tratamento); E = amostra tratada com enzima; U =
amostra tratada com ultrassom; EU = amostra tratada com enzima e ultrassom. Dados representados pela média
+ desvio padrio das duplicatas da fermentacio (n = 6). *° diferentes letras minfisculas representam diferenga
significativa (p < 0,05) entre os tratamentos. *® diferentes letras maitsculas representam diferenca significativa
(p < 0,05) entre mostos ¢ fermentados. *Limite de detec¢do do método. N.D = ndo detectado.

Os valores de glicose e frutose ndo variaram entre os tratamentos dos mostos de
uvaia. No entanto, para a amostra tratada com ultrassom observou-se um maior valor para a
sacarose, além disso, foi possivel constatar em todas as amostras, que tanto a frutose quanto a
sacarose foram consumidas por completo durante a fermentagdo, enquanto valores residuais
de glicose foram detectados nos fermentados que receberam o tratamento enzimatico (EF e
EUF). Resultado esse que esta de acordo com o exposto anteriormente, uma vez que ambas as
amostras apresentaram um teor de SST mais expressivo. Assim, de acordo com Ozyilmaz e
Gunay (2023) o aumento da concentragdo de agucares redutores em bebidas se da devido a
degradacao enzimatica, que envolve a clivagem dos substratos utilizados pela pectinase, nesse
caso a pectina, presente na parede celular das plantas.

Além disso, segundo Venturini Filho (2016), para que a sacarose seja metabolizada
pela levedura ¢é necessario que ela produza a enzima invertase para ocorrer a hidrélise desse

acucar e a liberacao de uma molécula de glicose e uma de frutose no meio. Em uma pesquisa
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conduzida por Satora et al. (2018) foi observado que a levedura Saccharomyces bayanus
(mesma empregada neste estudo) consumiu toda a frutose presente em mostos de maga,
restando tragos de glicose e sacarose no meio. Segundo Kelanne et al. (2020), as diferengas na
preferéncia pelo consumo de glicose ou frutose sdo resultantes de diferentes expressoes
génicas entre as cepas de leveduras e suas espécies.

Os resultados dos acidos organicos alifaticos estdo apresentados na Tabela 2, dos 14
acidos investigados 10 foram identificados nas amostras de mosto e fermentado. Observa-se
que o acido malico foi o majoritario em todas as amostras, uma vez que esse acido € relatado
como majoritario em frutos de uvaia (WANDERLEY et al., 2022a; SILVA et al., 2019a).
Além disso, o mosto tratado com enzima apresentou quantidades significativamente maiores
(2252,28 mg/100mL) de acido malico. J& para os fermentados, o tratamento realizado com
enzima e ultrassom foi o que apresentou maior (p < 0,05) concentragdo de acido malico
(1316,92 mg/100mL). De acordo com Li et al. (2021) e Marques et al. (2020) este acido
apresenta potenciais beneficios a satde, como a regulacao do pH urinario, protecao do sistema
cardiovascular, e inibicdo da enzima a-glicosidase, além de promover a qualidade sensorial,
estabilidade fisica, bioquimica e microbiana aos fermentados alcodlicos de fruta.

Em relagdo aos teores de acido citrico, observou-se que o tratamento enzimatico, € o
tratamento enzimatico com ultrassom contribuiram para o aumento (p < 0,05) deste acido nos
mostos. No entanto, o teor de acido citrico na amostra de fermentado com o tratamento
enzimatico reduziu significativamente (p < 0,05), resultados semelhantes foram observados
em fermentados de kiwi (HUANG et al., 2022). Esse resultado relaciona-se ao fato de que o
acido citrico pode ser metabolizado durante a fermentagdo, e consequentemente, sua
concentragdo pode variar apds o processo fermentativo (YE; YUE; YUAN, 2014).

Também foi possivel observar que o &cido glicolico foi detectado apenas nas
amostras (mostos e fermentados) com tratamento enzimatico, o que sugere que a enzima
pectinase auxiliou na liberacdo deste acido no meio. Por outro lado, o 4cido succinico e o
acético foram quantificados apds a fermenta¢do da uvaia, com valores mais expressivos (p <
0,05) na amostra de fermentado submetida ao tratamento com pectinase e ultrassom. O acido
succinico € um metabolito formado pelas leveduras durante o processo fermentativo, sendo
que a sua formagao esta relacionada com a transformagao do acido malico e decomposicao de
aminoacidos (YE; YUE; YUAN, 2014). Ja o acido acético ¢ um metabolito fermentativo
produzido durante a sintese do etanol e apresenta uma forte relacdo com a temperatura de
fermentagdo, uma vez que ha relatos de maior formagdo de &acido acético em vinhos

fermentados em temperaturas superior a 15 °C (DU et al., 2022). No entanto, os teores de
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acido acético encontrados nos fermentados de uvaia foram inferiores aos relatados em outros

fermentados de frutas (LU et al., 2017; WEI et al., 2020).
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Acidos Mostos Fermentados
&'ﬁf&‘éﬁ?i) C E U EU C E U EU
Maleico N.D N.D N.D N.D 10,07 +0,48" 15,57 +0,52° N.D 13,75 + 0,86°
Tartarico 10,11 +0,08"* 14,43 +0,41° N.D 8,98 +0.22®  930+0,25" <LOQ N.D 14,51 +£0,01**
Formico 326+0,18 2,92 +0,08* N.D 3334017 2,11+0,07®  3,06+0,17* N.D 2,88 + 0,08
Citrico 8,44 +0,04™ 12,87+ 0,01 N.D 12,81 £0,02** 8,73 +0,41** <LOQ N.D 11,50 +0,71°*
Malico 1790,33; 2252,2§Ai 1072,821; 1543,3?Ai 1176,(12 + 1209,25; 1 167,7b 1\ + 13 16,932B +
18,34 77,18 10,16 23,14 9,95 38,26 10,5 2,70
Glicolico N.D 32,54 + 0,16 N.D 32,60 + 1,10% N.D 32,70 + 0,34 N.D 36,70 + 0,09°
Latico 1,82 +0,03" <LOQ N.D <LOQ 3,95+0,13% <LOQ N.D <LOQ
Glucénico 5,65 + 0,06" <LOQ N.D <LOQ 7,49 +0,10% <LOQ N.D <LOQ
Succinico N.D <LOQ N.D <LOQ 2623+1,06°  26,77+1,57°  2426+095° 36,09+ 0,24
Acético N.D <LOQ N.D 1,39+0,03%  10,44+0,57° 12,62+0,71°>  10,99+0,33" 1547+0,52**

Tabela 2 — Acidos organicos alifaticos identificados no mosto e no fermentado de uvaia (mg/100mL).

Fonte: Proprio autor (2022). C = amostra controle (sem tratamento); E = amostra tratada com enzima; U = amostra tratada com ultrassom; EU = amostra tratada com enzima e
ultrassom. Dados representados pela média = desvio padrio das duplicatas da fermentagio (n = 6). ™ diferentes letras minusculas representam diferenca significativa (p <
0,05) entre os tratamentos. - ® diferentes letras maiusculas representam diferenga significativa (p < 0,05) entre mostos e fermentados. N.D = ndo detectado. <LOQ = abaixo do
limite de quantificagdo do método.
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Os resultados relacionados aos pardmetros de cor dos mostos e dos fermentados de

uvaia estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros de cor correspondentes aos diferentes tratamentos do mosto e do

fermentado de uvaia.

Amostra L* a¥ b* C* h
48,00+ 0,52 5,98+ 023" 3590+0,51* 36,06+ 0,68 80,55+0,27°8
Most 4912+ 0,44 5924008 37,26+0,69" 37,13+0,69* 80,95+0,11°®
0osSto
4947+ 1,69 6,01 £026™ 37,79 £2,99%* 38264298 80,94 + (0,448
49,19+ 0,38 542 +0,09%* 36,78 0,23 37,17+023** 81,62+ 0,088
103,06 +
57,53 £0,55%* -1,61+£0,09°% 6,95+0,048 7,14 +0,04"8 0.8
108,35 +
Fermentad E 58,10+038™ -156+0,06" 4,64+030® 4,91+0,28%" 0.40°
0 b
U 57,04+029% -1,94+0,08% 723+0,23% 748+0.23® 105,02+ 046>
109,81 +
EU 5839+0.27* -1,90+0,08% 527+0,15"® 5,60+0,17% 0.50%

Fonte: Proprio autor (2022). C = amostra controle (sem tratamento); E = amostra tratada com enzima; U =
amostra tratada com ultrassom; EU = amostra tratada com enzima e ultrassom. Dados representados pela média
+ desvio padrio das duplicatas da fermentagdo (n = 6). > diferentes letras mintsculas representam diferenca
significativa (p < 0,05) entre os tratamentos. *® diferentes letras maitisculas representam diferenca significativa
(p < 0,05) entre mostos e fermentados.

Foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa para o pardmetro
luminosidade (L*) entre os mostos avaliados (p > 0,05). Ja para os fermentados de uvaia, as
amostras tratadas com enzima (E e EU) apresentaram maior luminosidade (p < 0,05),
indicando uma colorag¢ao mais clara (L > 50), provavelmente devido a utilizagdo da pectinase
que age como um importante agente de clarificacio (KHARAZMI; TAHERI-KAFRANI;
SOOZANIPOUR, 2020), além das etapas de centrifugacdo e filtracdo empregadas nas bebidas
ao final do processo fermentativo.

Quanto ao parametro a*, as amostras de mosto apresentaram uma tendéncia a cor
vermelha maior em relagdo aos fermentados (p < 0,05) uma vez que as amostras dos
fermentados possuiam valores de a* negativos, indicando uma coloragdo tendendo para o
verde. O mesmo comportamento foi observado para os parametros b* e C*, onde os mostos

apresentaram maior tendéncia ao amarelo e maior saturacdo de cor, respectivamente (p <



73

0,05), sendo que os fermentados que tiveram tratamento enzimatico (E e EU) obtiveram os
menores valores (p < 0,05) para ambos os parametros.

O angulo hue (h*) ¢ considerado um atributo qualitativo da cor que leva em conta os
valores de a* e b* e esta relacionado com as tonalidades de cor como avermelhado,
amarelado, esverdeado etc. (COMERT; MOGOL; GOKMEN, 2020). Para o angulo hue, as
amostras de mosto apresentaram um valor em torno de 80°, mais proximo do amarelo,
enquanto os fermentados apresentaram angulos por volta de 100°, ficando entre o amarelado e

o esverdeado.

34 DETERMINACAO DO TEOR ALCOOLICO E METABOLITOS DA
FERMENTACAO

A amostra controle e a tratada com enzima apresentaram valores de etanol
semelhantes, 4,01 e 4,05% respectivamente. J4 a amostra tratada com ultrassom apresentou
3,82% de etanol, enquanto a tratada com enzima e ultrassom 3,71%. No entanto, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos (p > 0,05). A legislagdo brasileira,
através da instrugdo normativa N° 34, de 29 de novembro de 2012, estabelece os pardmetros
legais para fermentado de fruta, e determina que fermentados de frutas devem ter um teor
alcoolico entre 4 e 14% (BRASIL, 2012). Assim, a partir dos resultados obtidos neste estudo,
as amostras de fermentado de uvaia controle (C), e tratada com enzima (E) estariam
contempladas nesta legislacdo. Vale destacar, que a legislagdo brasileira carece de normativas
relacionadas as bebidas de fruta low-alcohol, uma vez que as normativas publicadas tratam
somente de bebidas ndo alcoolicas ou desalcoolizadas (BRASIL, 2009), determinando que
esse tipo de produto deve possuir um teor de dlcool menor que 0,5% (v/v). O mesmo limite se
aplica aos Estados Unidos, onde, segundo o U.S Code, sdo consideradas bebidas nao
alcdolicas as que contém menos de 0,5% (v/v) de alcool na sua composi¢ao.

Além disso, a nivel global, as legislacdes ainda ndo apresentam uma padronizacdo
clara e concisa quanto ao teor alcodlico das bebidas denominadas low-alcohol. O
Compendium of International Methods of Wine and Must Analysis de 2021 da Organizacao
Internacional da Vinha e do Vinho, por exemplo, faz referéncia as bebidas low-alcohol
somente como sendo as que possuem teor alcodlico menor ou igual a 1,5%, entretanto, este
mesmo documento possui um anexo com os pardmetros de validacio relativos a medi¢do do
teor alcodlico dessas bebidas, onde sdo citadas amostras contendo até 6,5% de alcool (OIV,

2021).
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Algumas pesquisas vém explorando diferentes técnicas e matérias-primas para a
elaboracdo de fermentados de fruta com baixo teor alcodlico. Huang et al. (2022) elaboraram
um fermentado de kiwi utilizando diferentes técnicas de inoculacdo das leveduras e mesmo
realizando um ajuste no teor de sélidos soluveis totais no mosto, obtiveram uma bebida com
teor alcoodlico médio de 5,4%. Por outro lado, Yang er al. (2022) utilizaram cepas de
leveduras Saccharomyces e nao-Saccharomyces na elaboragdo de fermentados a partir da
mistura dos sucos de maga e pera e obtiveram um teor alcodlico médio de 6,5%. Ja Yang et
al. (2021) também utilizaram cepas de leveduras Saccharomyces e nao-Saccharomyces na
fermentagdo de trés variedades de morango e obtiveram fermentados com teor alcodlico em
torno de 2,2%.

Assim, observa-se que existe uma grande variagcdo no teor alcodlico encontrado nos
trabalhos cientificos sobre bebidas low-alcohol, dependentes no teor de sélidos soluveis
iniciais no mosto e das cepas microbianas utilizadas, sendo que os valores obtidos para os
fermentados de uvaia estdo dentro da média relatada por esses estudos. Vale ressaltar que, em
comparagdo aos fermentados de frutas tradicionais, como os vinhos elaborados a partir de
uvas, que apresentam teores alcodlicos médios entre 12 e 14%, as demais bebidas que
apresentam valores de etanol abaixo desta faixa tendem a serem chamadas de low-alcohol. No
entanto, devem ser ampliadas as discussdes sobre o conceito € o limite destes valores, a fim
de criar uma padronizacdo global para as bebidas deste nicho de mercado que estd em
constante expansao.

Quanto aos compostos metanol, 1-propanol, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol,
glicerol e acetato de etila, estes ndo foram quantificados nas amostras de fermentado de uvaia

(LQ = 1%).

3.5  COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Na Figura 3 estdo apresentados os teores de compostos fendlicos totais (CFT) para as
amostras de mosto e fermentado de uvaia. Todas as amostras avaliadas apresentaram valores
de CFT variando entre 150,98 e 283,63 mg EAG/L para os mostos e entre 248,83 ¢ 337,03
mg EAG/L para os fermentados de uvaia, revelando valores superiores aos observados no
estudo conduzido por Ma et al. (2022) em fermentado alcodlico de figo, que encontraram
teores de 169,12 (mg EAG/L) na polpa a ser fermentada, e de 282,58 (mg EAG/L) para a
bebida. Assim como Ho et al. (2020), que encontraram teores de 132,43 (mg EAG/L) no suco
de graviola e 116,58 (mg EAG/L) no fermentado.
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Figura 3 — Compostos fendlicos totais dos mostos e fermentados de uvaia.
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Fonte: Proprio autor (2022). C = amostra controle (sem tratamento); E = amostra tratada com enzima; U =
amostra tratada com ultrassom; EU = amostra tratada com enzima e ultrassom. Dados representados pela média
+ desvio padrio das duplicatas da fermentagdo (n = 6). *>° letras mintsculas representam diferenca estatistica (p
< 0,05) entre tratamentos. A, B letras maiusculas representam diferenca estatistica (p < 0,05) entre mosto e
fermentado.

Nos tratamentos controle (C) e utilizando enzima e ultrassom (EU) houve um
aumento significativo dos compostos fendlicos totais ao longo da fermentagdo (p < 0,05),
passando de 150,98 (mg EAG/L) no mosto C para 283,69 (mg EAG/L) no fermentado C, e de
246,54 (mg EAG/L) no mosto EU para 337,03 (mg EAG/L) no fermentado EU, que
apresentou os maiores valores ao final da fermentagao (p < 0,05), em comparacao as demais

amostras. Sendo os resultados semelhantes aos encontrados por Jiang et al. (2020b) em

fermentado de pitaya vermelha tratado com pectinase, que ao 14° dia de fermentacdo continha
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302,82 (mg EAG/L); e superiores aos teores encontrados por Souza et al., 2022 para o
fermentado de arag¢a-boi (em média 220,21 mg de EAG/L).

Fendmeno semelhante foi relatado por Tchabo et al. (2015), que ao realizar o
tratamento do mosto de amora (Morus nigra) com enzima pectinolitica e ultrassom
observaram uma alta correlagdo entre os tratamentos e o aumento de compostos fendlicos. Ja
na Figura 4 estdo expostos os resultados referentes as analises de atividade antioxidante pelos

métodos de FRAP (A) e ABTS (B).

Figura 4 — Atividade antioxidante dos mostos e fermentados de uvaia pelos métodos de ABTS

(A) e FRAP (B).
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Fonte: Proprio autor (2022). C = amostra controle (sem tratamento); E = amostra tratada com enzima; U =
amostra tratada com ultrassom; EU = amostra tratada com enzima e ultrassom. Dados representados pela média
+ desvio padrdo das duplicatas da fermentacdo (n = 6). a, b, c letras minusculas representam diferenca estatistica

(p < 0,05) entre tratamentos. *® letras maitisculas representam diferenca estatistica (p < 0,05) entre mosto e
fermentado.

Observou-se um aumento significativo entre os mostos e os fermentados para grande
parte dos tratamentos em ambos os métodos de capacidade antioxidante avaliados (p < 0,05).
O tratamento com enzima e ultrassom se destacou apresentando os maiores teores de inibi¢ao
do ion F" (73,38 uM Trolox/100mL) e de sequestro do radical ABTS" (300,90 uM
Trolox/100mL). Para ABTS esses resultados sdo diferentes do observado por Li et al. (2020b)
onde houve um decréscimo no potencial de sequestro do radical ABTS" quando utilizada a
frequéncia de 20 kHz e poténcias de ultrassom maiores que 270W no fermentado de mirtilo,
porém para a capacidade de reducdo do ion férrico os mesmos autores também observaram
um aumento relacionado ao tempo de tratamento com ultrassom. Ja se sabe que o ultrassom
pode ser um grande contribuinte para a ativacdo da atividade enzimatica (MA; CAI; LIU,
2020), o que pode ter tido como consequéncia a liberagdo de compostos diferentes dos
fenolicos mas que aumentaram a capacidade antioxidante dos fermentados de uvaia com
baixo teor alcoodlico.

Em processamentos utilizando o ultrassom, a frequéncia e a poténcia se tornam dois
fatores importantes, no ultrassom de baixa frequéncia (20 kHz) e alta intensidade (>1W) as
cavidades sdo expandidas mais rapidamente causando aumento na temperatura € na pressao
do meio devido a cavitagao gerada o que favorece muitas reagdes durante o processamento de

alimentos (YU et al,, 2021).

3.6 COMPOSICAO FENOLICA INDIVIDUAL

Um total de quinze compostos foram identificados na analise por LC-ESI-MS/MS nos
mostos e fermentados de uvaia, dentre eles acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos
e flavonoides. Vale ressaltar que até o presente momento, nenhum estudo avaliou o perfil
fenolico de fermentados de uvaia. O acido galico e as cumarinas foram os composto
majoritarios encontrado em todos os mostos e nao apresentaram diferenca significativa entre
os tratamentos (p > 0,05), em seguida foram encontrados os flavonoides isoquercetina,
catequina e epicatequina, com destaque para os mostos tratados com ultrassom (MU e MEU)

(p < 0,05).
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Dentre os acidos hidroxibenzoicos, o acido galico foi encontrado em todos os mostos
e apresentou um aumento significativo da sua concentracdo ao longo da fermentagdo (p <
0,05), variando de 1956,40 pg/L no fermentado tratado com enzima, até¢ 2361,48 png/L no
fermentado tratado com ultrassom. J& os &cidos siringico e benzobico foram encontrados
somente nas amostras de fermentado de uvaia, o que pode indicar que houve a produgdo e/ou
liberacao desses compostos durante a fermentacdo (LEONARD et al., 2021).

Segundo Silva et al. (2022) vérios outros trabalhos envolvendo a uvaia relatam o
acido galico como o composto majoritario, e grande parte do potencial anti-inflamatdrio da
uvaia esta atrelado a este acido o qual também possui grande capacidade antioxidante sendo
um dos compostos fenolicos mais abundantes no reino vegetal (KAHKESHANI et al., 2019).

As cumarinas por sua vez compreendem uma classe de metabolitos secundarios
amplamente distribuidos no reino vegetal e possuem grande contribui¢do para prevencdo e
tratamento de doengas pois possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas como
capacidade anticoagulante, anticancer e antineurodegenerativa (FRANCO et al., 2021).

A isoquercetina ¢ uma das principais formas de glicosideo da quercetina, um dos
flavondis naturais mais encontrados na natureza (VALENTOVA et al,, 2014), ¢ que ja foi
identificada na polpa de uvaia, assim como a catequina e a epicatequina (WANDERLEY et
al., 2022a). Sabe-se que o tratamento com ultrassom em mostos de frutas pode promover e
otimizar a atividade enzimatica (YU et al., 2021), podendo também resultar em uma maior
liberagdo de compostos fendlicos através das bolhas de cavitagdo que geram efeitos
mecanicos e térmicos nas paredes das células vegetais (YUSOFF et al., 2022).

A pinocembrina foi encontrada majoritariamente nos mostos tratados com pectinase
(ME, MEU), indicando que estes tratamentos foram efetivos para a sua extra¢do. No entanto,
apos a fermentacdo os valores deste composto ficaram abaixo do limite de quantificacdo do
método, o que indica que a pinocembrina pode ter sido consumida durante o processo
fermentativo ou transformada em outra substancia. Este tipo de flavanona, naturalmente
encontrado em frutas, nozes, sementes, especiarias, flores, chas e vinhos, tem sido
identificado em diferentes fontes, principalmente nos géneros da familia Piperaceae. Esse
composto também tem sido investigado por suas caracteristicas antibacterianas e
antioxidativas através da inibicdo do crescimento bacteriano e da indugdo a lise dessas
células, além da sua atividade neuroprotetora, aliviando lesdes isquémicas e melhorando a
cogni¢dao (RASUL et al., 2013).

Para o grupo dos 4cidos hidroxicindmicos foram constatados valores superiores para

os acidos p-cumarico e sinaptico para todas as amostras de fermentados de uvaia, revelando
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um efeito positivo do processo fermentativo nestes compostos fendlicos. O acido cafeico foi
identificado apenas nas amostras de fermentado controle e com pectinase.

As distingdes existentes no perfil fenolico, no teor de polifendis totais e na atividade
antioxidante das amostras de mostos e fermentados de uvaia podem ser observadas na andlise
de componentes principais (APC) (Figura 5), constituida por dois componentes (PC1 e PC2)
que explicam 76,98% da variabilidade dos dados. Sendo que o PC1 explicou a maior

variabilidade dos dados (57,28%) enquanto o PC2 explicou 19,70% da dispersao total.

Figura 5 — Andlise de componentes principais do perfil fendlico, compostos fenolicos totais e

atividade antioxidante das amostras de mostos e fermentados de uvaia.
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Fonte: Proprio autor (2022). M = mostos; F = fermentados; C = amostra controle (sem tratamento); E = amostra
tratada com enzima; U = amostra tratada com ultrassom; EU = amostra tratada com enzima e ultrassom. 3,4-
DHB = acido 3,4-dihidroxibenzéico; BENZ = acido benzdico; SIR = acido siringico; CAF = acido cafeico;
CLOR = 4cido clorogénico; p-CUMA = 4cido p-cumadrico; SINAP = 4cido sinaptico; CAT = catequina; EPCAT
= epicatequina; ISOQ = isoquercetina; PINO = pinocembrina; GAL = 4cido galico; CUMA = cumarina.
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Houve uma clara separagdo entres as amostras de mostos e fermentados, observa-se
que entre as amostras de mosto, somente a controle ndo apresentou associagdo com nenhuma
variavel enquanto os demais tratamentos apresentaram uma forte associacdo somente com a
pinocembrina, uma vez que esse composto SO estava presente nessas amostras. Os
fermentados controle e tratado com ultrassom apresentaram associagdo com a atividade
antioxidante (FRAP) e com a composi¢do fenodlica total, além do acido sinaptico e
clorogénico, da isoquercetina, epicatequina e catequina, os fermentados tratados com enzima
e com enzima e ultrassom apresentaram uma forte associacdo com a atividade antioxidante
(ABTS), também com o acido galico, acido sinaptico, cumarina e com os acidos 3,4-
dihidroxibenzdico, cafeico, p-cumadrico, siringico e benzoico.

A andlise multivariada mostrou que houve modificagdes no perfil fenolico das
amostras de mosto para as de fermentado, revelando que tanto o processo fermentativo quanto

os tratamentos aplicados nas amostras possuem influéncia na composi¢ao final da bebida.

3.7  BIOACESSIBILIDADE IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E DOS
FENOLICOS INDIVIDUAIS DOS FERMENTADOS DE UVAIA

Na Figura 6 estdo apresentados os dados referentes ao teor de compostos fendlicos

totais durante as trés fases da digestao.



81

Figura 6 — Compostos fendlicos totais nas amostras de fermentados de uvaia ao

longo das fases da digestao in vitro.
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Fonte: Proprio autor (2022). C = fermentado controle; E = fermentado tratado com enzima; U =
fermentado tratado com ultrassom; EU = fermentado tratado com enzima e ultrassom. Dados representados pela
média = desvio padrio das duplicatas da digestio (n = 6). *>* letras minusculas representam diferenca estatistica

(p < 0,05) entre tratamentos. P letras maitsculas representam diferenca estatistica (p < 0,05) entre fases da
digestdo.
O processo digestivo causou uma diminui¢do significativa (p < 0,05) no teor de

compostos fenolicos totais em todos os tratamentos (85% para amostra C, 84% para amostra
E, 83% para amostra U e 87% para amostra EU). Comportamento semelhante foi observado
por Celep et al. (2015) em bebidas fermentadas turcas, elaboradas com diferentes frutas
(mirtilo, amora preta, cereja e uva), que apresentaram uma redugdo de até 66% no teor de
fenolicos totais, apos a digestdo. Essa redugdo pode estar relacionada as mudangas de pH no
meio digestivo combinadas com as enzimas presentes no ambiente gastrointestinal que
provocam a desprotonacao desses compostos, os quais sdao sensiveis a essas condigdes e
acabam sendo degradados ou transformados em estruturas instdveis que estdo sujeitas a
hidrolise (DANTAS et al., 2019).

Os indices de bioacessibilidade das amostras C, E, U e EU para CFT
foram 14,13%, 15,84%, 15,49% e 12,31%, respectivamente. Percebe-se
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que separadamente os tratamentos com enzima (E) e ultrassom (U) foram
mais eficazes para aumentar a fracdo bioacessivel dos compostos
fendlicos do que quando usados de forma combinada. Esses valores foram
superiores aos encontrados para polpas de araca (9,60%), de jabuticaba
(12,84%) e de pitanga (12,17%) (STAFUSSA et al., 2021).

A capacidade antioxidante avaliada a partir dos métodos de inibigdo do ion
férrico (FRAP) e de captura do radical ABTS estdo apresentados na Figura 7, A ¢ B
respectivamente. Nota-se que a digestao provocou comportamentos distintos nos resultados de
cada método, pois enquanto houve um decréscimo na atividade de inibi¢do do ion férrico ao
longo da digestdo (p < 0,05), a capacidade de captura do radical ABTS apresentou uma
diminuig@o entre a fase oral e gastrica, mas com um aumento significativo (p < 0,05) na fase
intestinal (30% para amostra C, 66% para amostra E, 32% para amostra U e 51% para
amostra EU). Comportamento semelhante foi observado por Farias et al. (2021) em extratos
da fragcdo comestivel da uvaia (polpa e casca), onde houve um aumento de 72% na atividade

de captura do radical ABTS entre a fase gastrica e intestinal.
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Figura 7 — Capacidade antioxidante através dos métodos FRAP (A) e ABTS (B) dos

fermentados de uvaia ao longo da digestao.
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Fonte: Proprio autor (2022). C = fermentado controle; E = fermentado tratado com enzima; U = fermentado
tratado com ultrassom; EU = fermentado tratado com enzima e ultrassom. Dados representados pela média +

desvio padrdo das duplicatas da digestdo (n = 6). * b€ Jetras mintisculas representam diferenca estatistica (p <
0,05) entre tratamentos. ™ <P letras maitisculas representam diferenga estatistica (p < 0,05) entre fases da
digestdo.

O aumento observado na atividade antioxidante sob condi¢des intestinais tem sido
atribuido a desprotonacdo das porgdes hidroxila presentes nos anéis aromaticos dos

compostos fendlicos (COMERT; GOKMEN, 2022).
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Estes resultados podem estar relacionados ao fato de que os compostos fendlicos
existem de diferentes formas (formas livres, conjugadas e vinculadas) e cada metodologia
para atividade antioxidante age sequestrando algumas dessas formas. Além disso, supde-se
que na matriz alimentar aqui avaliada a atividade antioxidante pelo método FRAP estaria mais
ligada aos compostos fenolicos, uma vez que a diminui¢do destes resultou em menores
valores de inibicao do ion férrico, ja a capacidade de captura do radical ABTS poderia estar
ligada a outros compostos que ndo os fenolicos, que podem ser formados durante o processo
digestivo (BARAK et al., 2019).

A Figura 8 mostra a evolugao do perfil fendlico entre os mostos, os fermentados e ao
longo das trés fases da digestdo in vitro. Varios compostos fenolicos foram identificados,
incluindo 4cidos hidroxicindmicos, hidroxibenzoicos e flavonoides. Enquanto 15 compostos
foram encontrados nas amostras ndo digeridas (fermentados), as transformacdes ocorridas ao
longo das fases da digestdo (oral, gastrica e intestinal) resultaram em trés compostos
quantificados na fase intestinal.

Os trés compostos presentes na fase intestinal da digestdo em todas as amostras
foram o 4cido p-cumdrico, a quercetina-3-ramnosideo e a cumarina, destacando-se
significativamente (p < 0,05) o &cido p-cumarico na amostra tratada com enzima e ultrassom.
Nesta mesma amostra o indice de bioacessibilidade do acido p-cumarico foi de 31,22%, valor
este maior do que o encontrado em bebidas a base de suco de frutas submetidas a diferentes
processamentos (em média 14,9%) (RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2015). Além da atividade
antioxidante, outras atividades bioldgicas do 4acido p-cumarico envolvem o potencial
antimicrobiano e antidiabético, esse acido também ja apresentou potencial antitumoral contra
células de diversos tipos de cancer, tanto em estudos in vitro quanto in vivo (PEl et al., 2015).

A quercetina-3-ramnosideo estava presente em maiores quantidades na fase intestinal
da amostra controle (p < 0,05), entretanto vale destacar que esse composto ndo apresentou
diminuigdo significativa para nenhum tratamento até a fase gastrica (p < 0,05). Este
comportamento pode ser justificado pelo fato que os compostos fenolicos tendem a ser mais
estaveis em pH acido (KETNAWA et al, 2022). Além disso, apesar de ndo ter sido
quantificada (<LQ) nas amostras ndo digeridas a presenga da quercetina-3-ramnosideo pode
ser justificada por ser um glicosideo derivado da quercetina, a qual foi detectada nas amostras
ndo digeridas e nas fases da digestdo também (<LQ), demonstrando que a digestdo causou

uma transformag¢ao na estrutura molecular deste composto (INADA et al., 2020).



Figura 8§ — Compostos fenolicos individuais nas amostras de mostos, dos fermentados de uvaia e ao longo das fases da digestdo in vitro.
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Para a cumarina, as amostras C, E, U e EU ndo apresentaram diferenca significativa
entre si na fase intestinal (p > 0,05), com indices de bioacessibilidade de 21,65%; 19,35%;
17,33% e 14,95% respectivamente.

Portanto, embora havendo muitas mudangas no perfil fendlico dos fermentados de
uvaia ao longo da digestao percebe-se que para os compostos presentes na fase intestinal
destacam-se os tratamentos com enzima assistido por ultrassom e o controle, pois
apresentaram maiores teores (p < 0,05) do acido p-cumarico e da quercetina-3-ramnosideo,
respectivamente, sendo responsaveis por aumentarem a funcionalidade da bebida e a entrega
desses compostos no organismo.

De acordo com Sun et al. (2020), ao longo do processo digestivo ocorrem
naturalmente mudancas no meio, como aumento e diminuicdo do pH, além da acdo de
enzimas que afetam a concentracdo dos compostos fendlicos, fazendo com que uma menor
quantidade deles chegue ao final da digestao. Entretanto, mesmo com essas mudancas, ainda
podemos relacionar esses compostos a atividades importantes no nosso metabolismo, como a
atividade antioxidante. Assim, na Figura 9 sdo mostrados os coeficientes de correlacdo de
Pearson entre os fenolicos totais, a atividade antioxidante, o acido p-cumarico, a quercetina-3-
ramnosideo e a cumarina ao longo da digestao in vitro.

Figura 9 — Coeficientes de correlacdo de Pearson entre os compostos fendlicos totais,

atividade antioxidante e fenolicos individuais presentes na fase intestinal.
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Fonte: Proprio autor (2022). CFT = compostos fenoélicos totais; P-CUMA = acido p-cumarico; CUMA =
cumarina; QUER = quercetina-3-ramnosideo.

Todas as outras correlagdes entre compostos e atividade antioxidante sao
estatisticamente significativas (p < 0,05). Estes resultados demonstram uma forte relagdo
positiva entre esses compostos e as atividades antioxidantes, com destaque para a correlaciao

do acido p-cumarico com ABTS (0,92) e da quercetina-3-ramnosideo com FRAP (0,97).

4 CONCLUSAO

Este trabalho € pioneiro na elaboragdo de um fermentado alcodlico de uvaia com
baixo teor alcodlico utilizando diferentes tratamentos pré-fermentativos. Os tratamentos
somente com enzima € o enzimatico assistido por ultrassom destacaram-se por influenciar
positivamente as propriedades fermentativas e bioativas do fermentado de uvaia, apresentando
maior liberagdo de CO, no inicio da fermentacdo e aumento significativo no teor de solidos
soluveis totais tanto dos mostos quanto dos fermentados. A composicao de acidos organicos e
acucares foram influenciadas pelo processo fermentativo sendo que o tratamento enzimatico
assistido por ultrassom apresentou o maior teor de adcido malico, enquanto o acido glicolico
estava presente somente nessa amostra € na tratada com enzima. Além disso o tratamento
enzimatico assistido por ultrassom resultou em uma bebida com o menor teor alcodlico, o
maior teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante (ABTS e FRAP) entre todas
as amostras. A fermentagdo foi eficaz em otimizar a composi¢do fenoélica individual dos
fermentados, sendo que as amostras tratadas com enzima e enzima e ultrassom apresentaram
maior associagdo com a atividade antioxidante (ABTS) e com acidos como o p-cumarico € os
flavonoides.

Para a digestdo in vitro as amostras tratadas com enzima e ultrassom de forma
separada apresentaram uma menor diminui¢ao no teor de compostos fendlicos totais, com um
maior indice de bioacessibilidade. A amostra tratada com enzima assistida por ultrassom
apresentou um aumento de mais de 50% para atividade antioxidante (ABTS) na fase
intestinal, além de um maior teor do 4cido p-cumarico na mesma fase, que apresentou forte
correlagdo com a inibicdo do radical ABTS ao longo de toda a digestdo. Portanto, pode-se
concluir que tanto o processo fermentativo, quanto o tratamento enzimatico assistido por

ultrassom contribuiram fortemente para otimizagdo das caracteristicas quimicas do
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fermentado de uvaia de baixo teor alcodlico, promovendo a valorizagdo dessa fruta ainda

subexplorada.

CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo relatou pela primeira vez a elaboracdo de um fermentado de uvaia de
baixo teor alcoodlico, utilizando diferentes tratamentos pré-fermentativos com enzima e
ultrassom, analisando suas propriedades fermentativas e bioativas, além da sua simulagdo
gastrointestinal.

O capitulo 1 relacionado a revisao bibliografica, tratou sobre as principais etapas de
elaboragdo de um fermentado alcodlico de fruta com énfase no potencial de aplicacdo da
uvaia, e quais os tratamentos que podem ser realizados na etapa pré-fermentativa e como a
bebida ¢ afetada por eles. Além disso, um panorama sobre os fermentados de baixo teor
alcodlico também foi apresentado, demonstrando o quanto esse recente nicho de mercado ¢
promissor vém chamando de cientistas e consumidores.

Na prospeccao cientifica e tecnologica apresentada no capitulo 2 fica claro como o
interesse pelos fermentados de fruta com baixo teor alcodlico aumentou nos ultimos dez anos,
sendo a China a principal produtora cientifica nesse ramo e principal detentora desse tipo de
tecnologia. Apesar de ainda ndo existir um consenso sobre qual o teor de etanol necessario
para que a bebida seja considerada de baixo teor alcoolico, os dados expostos nesse capitulo
demonstram que esses produtos podem trazem inovagdo para o mercado de bebidas uma vez
que utilizam frutas como o kiwi, a amora e a pera.

No capitulo 3, a influéncia de diferentes tratamentos pré-fermentativos no
fermentado de uvaia de baixo teor alcodlico foi avaliada e demonstrou que o tratamento
enzimatico assistido por ultrassom possui o maior potencial de otimizacdo das propriedades
funcionais, bioativas e antioxidantes nao s6 da bebida, mas também durante a sua digestao in
vitro. Sendo assim, este estudo demonstrou que a fermenta¢do ¢ uma alternativa vidvel na
elabora¢do de uma bebida potencialmente funcional, de baixo teor alcodlico, e produzida a
partir de uma matéria-prima atualmente pouco conhecida e valorizada, proporcionando

inovacado de mercado e agregando valor a produtos regionais.
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