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Resumo

Aviabilidade técnica de produzir de
bebida alcodlica a partir de pupunha
(Bactris gasipaes Kunth), fruto amila-
ceo da Regiao Amazdnica, foi investi-
gada por fermentacio semi-solida. A
polpa do fruto foi caracterizada quimi-
camente, sendo exibido alto contetido
amilaceo (44,3%, em base imida). ApSs
a hidrélise enzimatica prévia do amido,
com O-amilase e glucoamilase comerci-
ais, o meio foi inoculado com células de
Saccharomyces cerevisiae (levedura de
panificacido) e o processo fermentativo
monitorado em intervalos de 24 horas,
para acompanhar a viabilidade celular,
o consumo de substrato, a producao de
etanol, a acidez total e o teor de caro-
tendides totais. O alto rendimento em
polpa amilacea (71,2%), as elevadas
conversoes de hidrdlise (90%) e efici-
éncia de fermentacio (93,5%), assim
como a boa aceitabilidade do produto
(80%), sugerem a aplicacio da pupu-
nha na producao de bebida alcodlica
fermentada, gerando oportunidades
para novos desenvolvimentos econd-
micos na regido amazonica.

Palavras chave. pupunha, compo-
sicdo quimica, a-amilase, glucoamila-
se, fermentacao, Saccharomyces cere-
visiae, andlise sensorial.

Introducio

A pupunheira (BactrisgasipaesKun-
th) € uma palmeira domesticada pelos
amerindios desde épocas pré-colombi-
anas. Seu cultivo € feito em toda a
Amazonia e constitui-se em valiosa plan-
ta de subsisténcia (Figura 1). Tem am-
pla distribuicao, sendo encontrada por
toda a Amazonia e América Central a
partir de Honduras (Figura 2). Seus
frutos tém grande potencial econdmico
devido a sua composicao quimica, pro-
dutividade agricola (13.500 ton/ano) e

Processo fermentativo para
PRODUCAO DE BEBIDA
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amplo consumo regional (Clement,
2000). A pupunha é um fruto rico em
minerais e pré-vitamina A e, dependen-
do da raca, em carboidratos ou lipidios
(Arkoll & Aguiar, 1984).

A partir da pupunha é preparada a
caicuma, bebida consumida pelos indi-
os em datas comemorativas. E feita
artesanalmente de diferentes modos,
de acordo com a etnia. Algumas tribos
mastigam a pupunha e a deixam fer-
mentar, geralmente por até sete dias, e,
dessa forma, a ptialina contida na saliva

Figura 1. Pupunheira amazonica
Foto: C. R. Clement

¢ incorporada a massa, e hidrolisa o
amido, conseqiientemente.

Apesar do enorme potencial da pu-
punha na Regido para a producio e
comercializacao de bebidas, esse as-
pecto tem sido pouco explorado, pois a
maioria dos produtos oriundos daquele
fruto é processada de forma artesanal.
O presente trabalho teve como objetivo
desenvolver a tecnologia para produzir
uma bebida alcodlica, por processo



Figura 2. Distribuicio geogra-
fica da pupunheira

fermentativo, utilizando-se a pupunha
como matéria-prima.

Materiais e Métodos
Matéria-prima e caracterizaciao

Foram utilizados frutos da pupunhei-
ra no estidio maduro, pertencentes a
raca Solimoes, colhidos em safra secun-
daria e adquiridos no mercado Adolpho
Lisboa, em Manaus. Os cachos foram
pesados e, ap6s a despenca, os frutos
foram selecionados quanto 2 sanidade e
2 maturacido, avaliados em relacio ao
numero, peso, didmetro longitudinal e
transversal e peso do descarte (semente
e casca) e lavados em dgua corrente.

Os frutos foram, entao, submetidos a
cocgao por 5 minutos em tacho de aco
inoxidavel com capacidade para 100
litros, aquecido a vapor, com agitacao
mecinica. Ap6s a drenagem da dgua e o

Figura 3. Pré-tratamento da
matéria prima

resfriamento, foram acondicionados em
sacos plasticos de alta densidade e
estocados a —10 °C.

Para a caracterizacao centesimal e o
preparo do meio de fermentacao, os
frutos foram descongelados e apds des-
cascamento e retirada de semente, a
polpa foi caracterizada (em triplicata),
quanto as proteinas soliveis, pelo mé-
todo de Biureto (Harris & Angal, 1994)
e carotendides totais, por espectrofoto-
metria (Higby, 1962). Os lipidios (ex-
tracao com éter de petréleo em Soxh-
let), fibra total (tratamento acido-basi-
co), umidade (65°C) e cinzas (incinera-
¢ao em mufla a 550 °C) seguiram meto-
dologias descritas pelas Normas Anali-
ticas do Instituto Adolfo Lutz (1985). O
amido foi extraido e hidrolisado segun-
do Ranganna (1996) e a glicose libera-
da, quantificada pelo método de Somo-
gyi-Nelson (Southgate, 1976).

Enzimas e Microrganismo

A hidrélise do amido presente na
pupunha foi realizada com as enzimas
comerciais O0—amilase e glucoamilase
(NOVO Nordisk S/A) e a levedura Sac-
charomyces cerevisiae (fermento seco
Fleischmann) foi empregada como
agente do processo fermentativo.

Preparo do Meio
de Fermentaciao

Analogamente a caracterizacao da
matéria-prima, a massa de fermentacdo
foi preparada pelo descongelamento
dos frutos, seguido de coc¢io por 2,5
horas, resfriamento, despolpa, tritura-
¢ao e esterilizacao em autoclave por 15
minutos, a 121 °C.

Para otimizacao das condicdes de
hidrélise, foram realizados testes preli-
minares, com diferentes proporc¢des de
a-amilase (70°C) e glucoamilase (55 °C)
em banho termostatizado, por 30 minu-
tos. Os graus de hidrolise foram avali-
ados mediante a quantificacao dos acu-
cares redutores, pelo método de Somo-
gyi-Nelson (Southgate, 1976). A fim de
avaliar a fermentabilidade do meio hi-
drolisado, inoculou-se o mesmo com
células de levedura em fermentOome-
tros (recipiente amplamente utilizado
em industria viti-vinicola para se medir
a atividade fermentativa de linhagens
de leveduras), possibilitando o acom-
panhamento do processo por meio de
pesagens sucessivas do conjunto, sen-
do a perda de peso observada, decor-

rente do desprendimento de CO,. As
condicoes de hidrélise enzimatica, elei-
tas como otimas, foram empregadas
para o preparo do meio de fermentacio
e oteor de ac¢ucar inicial, corrigido com
a adicao de xarope de sacarose estéril
para se obter a concentracio desejada
de etanol na bebida.

Processo Fermentativo

A fermenta¢do semi-solida foi con-
duzida por batelada simples com trés
repeticdes, em cubas cilindricas de acri-
lico, geometricamente iguais, com ca-
pacidade nominal de 4,5 litros, a 29°C e
o processo monitorado a intervalos de
24 horas. De cada cuba, amostras foram
retiradas para determinacdes analiticas
(triplicatas) das variaveis de interesse
do processo fermentativo.

Determinacdes Analiticas

Além das analises fisico-quimicas
para a determinacao de amido e caro-
tendides, empregadas na caracteriza-
¢ao da matéria-prima, foram ainda uti-
lizadas as seguintes técnicas para o
acompanhamento do processo fermen-

Tabela 1. Composicio quimica da
pupunha (Bactris gasipaes Kunth)
in natura, pertencente a raca
Solimoes

Constituintes* in natura
Umidade (%) 46,1 £ 0,4
Proteinas (%) 1,3+0,1
Lipidios (%) 59 + 0,4
Amido (%) 443 + 0,3
Fibra Total (%) 0,7+ 0,1
Cinza (%) 0,7 £0,2
Carotendide (mg/100g) 2,5 £ 0,3

*base timida

Tabela 2. Anilises fisico-quimicas
da bebida fermentada

Constituintes Média*
PH 3,9
Acidez (g/L) 2,7

Acucares redutores (g/L) 0,16
Solidos solaveis (Brix) 6,4
Etanol (g/L) 75,1
Carotendides (pg/L) 7,0

* Os valores representam média de triplicatas
e os desvios ndo ultrapassaram 1,8 % das
medidas realizadas
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tativo: avaliacdo da viabilidade celu-
lar, por contagem de células em
Camara de Neubauer, empregando-
se azul de metileno como corante
vital (Alves e Morais, 1998); teor
alcoodlico, apos destilacao de amos-
tras em fase aquosa e posterior
medida, por densimetria (Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz,
1985); pH, por potenciometria; aci-
dez, por titulometria com NaOH
0,01N; solidos solaveis, por refrato-
metria e agucares redutores, pelo
método de Somogyi-Nelson (South-
gate, 1970).

Variaveis de Resposta

Osvalores de extensao da hidro-
lise enzimatica do amido (EH), fator
de conversio de substrato consumi-
do em etanol (Y, ), e a produtividade
em etanol (Q,) foram calculados de

acordo com as seguintes expressoes:

EH (%) = [(A, — AY/A] X 100
Y, = (OP)(-AS) = (P— P)I(S, - 9 [=] gP/gS
Q,=(P,—P)/t_[=] gP/L.h

Onde: A: amido; P: concentracao de
etanol; S: concentragao de subtrato; t.:
tempo de fermentaciao. Os indices ‘0’ e
‘f’ representam as condicoes inicial e
final, respectivamente.

Preparo da Bebida e
Analises Sensoriais

Ap0s sete dias de fermentacio, pro-
cedeu-se a decantacao, filtracao, acon-
dicionamento em garrafas de vidro de
1 litro, fechamento hermético, pasteu-
rizagdo por imersao das garrafas em
agua a 85 °C por dez minutos, resfria-
mento em banho de 4gua com gelo, e
estocagem a, aproximadamente, 6
°C. Ao final de 30 dias, a bebida foi
avaliada quanto ao pH, acucares
redutores residuais (Somogyi-Nel-
son), solidos soluveis, grau alcooli-
co e carotendides totais (Higby,
1972).

Foram realizados testes prelimi-
nares para se determinar o grau de
docura ideal na bebida. Essas for-
mulacoes (0, 3, 6,9 e 12% (p/v) de
sacarose) foram submetidas 2 anili-
se sensorial, utilizando-se escala he-
dobnica (Monteiro, 1984). A bebida
com o grau de edulcoracgio eleito foi
analisada sensorialmente por 35 pes-
soas nao treinadas, avaliando-se as
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¢do como matéria prima para pro-
ducao de bebidas alcoodlicas. De
acordo com Clement (1987), ha
uma grande variabilidade em rela-
¢do a composicio de pupunhas
encontradas na regiao Amazonica,
havendo racas que produzem fru-
tos pequenos, fibrosos, com eleva-
dos teores de lipideos e baixos
contetdos de amido ou vice-versa.

i

Hidrolise do Amido

Para a hidrdlise do amido, utili-

i 10a i

(uL)

Figura 4. Efeito das combinacdes de
o-amilase (a) e glucoamilase (g) na
hidrélise do amido de pupunha

caracteristicas de sabor, aparéncia, cor
e aroma, pelo método descrito por

Monteiro (1984).

Os resultados foram analisados es-
tatisticamente, aplicando-se a anilise
de variancia e teste de Tukey, com nivel
de significancia de 5%.

Resultados e Discussiao
Caracteristicas da
matéria-prima

Os cachos de pupunha pesavam

entre 0,9 a 5,0 kg e continham de 25 a
150 frutos, com peso médio de 36 g e
diametros longitudinal e transversal de
4,5 e 4 cm, respectivamente. O rendi-
mento em polpa, considerado elevado,
foi de 71,2% em relacio ao fruto inte-
gral. A Tabela 1 mostra a composi¢io
da polpa in natura, considerando-se
os principais componentes. O alto con-
teido de amido e o baixo teor de
lipideos dos frutos indicam sua utiliza-
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Figura 5. Evolucao de CO, na

fermentacio do meio
hidrolisado enzimaticamente
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zaram-se as enzimas d-amilase e

glucoamilase, como descrito na se-

cio de Materiais e Métodos. Os

resultados estiao exibidos no grafi-

co da Figura 4, onde se observa,

inicialmente, a imprescindibilidade

da o-amilase para uma hidrdlise
mais eficiente do amido. As melhores
quantidades de enzimas para o proces-
so hidrolitico foram atingidas com 10
ML e 50 UL de a-amilase e glucoamilase,
respectivamente, tendo sido essa pro-
por¢ao utilizada para o preparo do
meio de fermentacio.

A extensao da hidrolise do amido
presente na pupunha foi de, aproxima-
damente, 90 %. A alta eficiéncia da
hidrélise foi também confirmada em
experimento paralelo, conduzido em
fermentdbmetro, onde se observou ex-
pressiva evolucio de CO, (Figura 5).
Apesar do curto tempo de fermentacio
(em torno de 4 horas), a alta concentra-
cao de células e as condicoes de anae-
robiose no fermentdmetro, contribui-
ram para que o etanol fosse produzido
com apreciavel fator de conversiao do
substrato consumido no produto (0,38
g/g), considerando-se ser esse um en-
saio preliminar conduzido em condi-
¢oes de fermentacao ripida (com in6-
culo macico).

Processo fermentativo

O meio de fermentaciao submetido
a hidrolise prévia do amido foi adicio-
nado de xarope de sacarose, nas cubas
de fermentacio, formando-se um siste-
ma semi-solido de massa homogénea e
pastosa. A formacao de bolhas de gis
(CO,) no interior da massa foi observa-
da cerca de trés horas ap6s a inocula-
¢a0 e tornou-se menos intensa apos 48
horas. A colorac¢ao alaranjada do meio
permaneceu inalterada e a consisténcia
da massa tornou-se mais fluida.

O teor de solidos soluveis, compos-



to em sua maioria por acicares prove-
nientes da hidrolise do amido e da
adicao do xarope, decresceu em fun-
¢ao do consumo de ag¢tcares fermen-
taveis. A produciao maxima de etanol
(12% v/v) foi atingida no periodo de
72 horas ap6s o inicio da fermentacao,
diminuindo ligeiramente até o final
do processo (Figura 6), sugerindo a
possibilidade de reducao no tempo
de fermentacao, desde que essa estra-
tégia nio interfira nas caracteristicas
de sabor e aroma da bebida.

Com 72 h de fermentacido, o ren-
dimento de substrato consumido em
etanol foi de 0,49 g/g, corresponden-
do a uma eficiéncia de fermentacio
de 95,5 %. A produtividade maxima
foi alcancada no tempo de 24 horas,
apresentando o valor de 2,6 g de
etanol/L.h.

O pertfil de consumo de actcares
redutores totais (Figura 7) coaduna-
se com o de producio de etanol e
com a variacao de solidos soliveis
(Figura 6). Observa-se que 0 maior
consumo de agicar ocorre nas pri-
meiras 24 horas do processo, dimi-
nuindo, posteriormente devido as
elevadas concentracoes de etanol e
‘a escassez de substrato.

O decréscimo do pH e, conse-
quiientemente, o aumento da acidez
do meio de fermentacio (Figura 8)
estao associados a formacgiao de aci-
dos organicos (acidos succinico, la-
tico, acético e outros), como ampla-
mente reportada na literatura (Ribé-
reau-Gayon & Peynaud, 1966). E
importante ressaltar que a evolucao
da acidez durante a fermentacio
influencia a estabilidade e a colora-
¢ao de bebidas fermentadas (Rizzon
et al, 1998), assim como valores de
pH entre 3 e 4 dificultam contamina-
coes bacterianas (Aquarone et al.,
1986). Os carotendides totais manti-
veram-se inalterados (4,7 mg/100g)
durante todo o curso da fermenta-
cdo.

A taxa de mortandande celular
aumentou com o curso da fermenta-

¢do, tornando-se mais acentuada apos
96 horas, devido 2 alta concentracio de
etanol no meio fermentado (12,2% v/
v). Na fermentacio alcodlica, o princi-
pal responsavel pela diminuicio da
viabilidade celular é o seu proprio
produto, cuja ag¢o toxica reflete-se na
desorganizacao da membrana citoplas-
mitica, de composiciao fosfolipidica,
alterando sua integridade. Como con-
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Figura 6. Perfil cinético da producio
de etanol em meio de fermentacao
com amido de pupunha hidrolisado
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Figura 7. Cinética do consumo de
acucares redutores totais (ART) na
fermentacio alcodlica de hidrolisado
de pupunha
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Figura 8. Variacio da acidez do meio na
fermentacdo alcodlica de hidrolisado de
pupunha

sequiéncia ocorre a liberagcao de meta-
bolitos importantes para o meio exter-
no, bem como a entrada de substanci-
as, através da membrana, de forma nao
seletiva (Duarte et al., 1996; Jones,
1988; Pereira Jr., 1999). Isso resulta na
perda da viabilidade celular (Figura 9).

E importante ressaltar que o micror-
ganismo agente do processo fermenta-
tivo foi uma levedura de panificacio,

que nao era a mais adequada a
producio de etanol, tendo em vista
que o processo industrial para a sua
producao, a batelada alimentada, é
conduzida em condicoes de elevada
aeracao e baixas concentracoes de
glicideos no meio, a fim de minimi-
zar os classicos fendmenos de re-
pressio catabolica. Como consequ-
éncia as condicdes impostas no pre-
sente trabalho, que visavam a produ-
¢ao de etanol por batelada simples
com elevadas concentracoes de gli-
cideos em sistema niao aerado, a
levedura apresentou bom desempe-
nho no que tange 2 atividade fer-
mentativa, ainda que apresentasse
elevadas taxas de mortandade, de-
correntes do efeito deletério de seu
proprio produto.

Caracteristicas gerais
da bebida

A bebida fermentada apresen-
tou sabor e aroma agraddveis, as-
pecto limpido e coloracio amarelo-
alaranjado (Figura 10). As caracteris-
ticas fisico-quimicas (Tabela 2) mos-
tram que a concentracao de etanol
(75,11 g/L) foi superior a encontra-
da (11,83 g/L) por Sotero (1996),
estudando a producio de ‘caicuma’
de pupunha por fermentacio es-
pontanea.

A maioria dos carotendides to-
tais presentes na massa foi removida
juntamente com os lipidios durante
o processo de filtracao para obten-
¢ao da bebida, o que seguramente
esta atrelado as caracteristicas lipos-
soluveis desses terpendides.

O teor de acgicar na bebida foi
bastante reduzido, decorrente do
consumo praticamente total durante
o processo de fermentacio. Consi-
derando nao haver um grau de edul-
coracio definido, a escolha da pro-
porcao de agucar efetuada através
de andlise sensorial mostrou que a
propor¢ao de sacarose de maior
preferéncia foi de 9 %, com 85,7 %

de aceitacio.

A fim de se verificar a aceitabilidade

da bebida ja edulcorada, procedeu-se a
uma nova andlise sensorial cobrindo-se
0s requisitos aparéncia, aroma, sabor e
cor. Os resultados desse ensaio estao
apresentados na Figura 11, na qual se
registram graus satisfatorios, superio-
resa 3,5. Alguns provadores afirmaram
que o aroma exalado pela bebida asse-
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de, e de um bom retorno de
investimento de capital. O pre-
sente trabalho demonstra ser
factivel produzir bebida alco-
olica de pupunba, fruto abun-
dante na regiao Amazonica e
amplamente consumido pela
populacao do Norte brasilei-
ro. O desenvolvimento dessa
tecnologia exigiu hidrdlise en-
zimatica prévia, tendo em vis-
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Figura 9. Viabilidade celular de S.
cerevisiae durante o processo de
producao da bebida alcodlica do
hidrolisado de pupunha

Figura 10.
Bebida
alcodlica de
pupunha

melha-se ao de mel e manga. De uma
forma geral, a bebida obteve um bom
nivel de aceitabilidade; em torno de
80%.

Conclusdes

O Brasil € a maior reserva continen-
tal de solos agricultaveis de potencial
ainda nio integralmente aproveitado.
Mesmo assim 0 nosso pais € o terceiro
maior exportador mundial de alimen-
tos. Sabe-se, ainda, que o mercado de
bebidas convencionais responde por
uma parcela significativa da economia
brasileira, encontrando-se nesse seg-
mento industrial as maiores empresas
da drea de alimentos. No entanto, ape-
sar de se constatar uma crescente de-
manda por distintos sabores de origem
natural, a comercializacio de novas
bebidas constitui um mercado pouco
explorado. Nesse contexto, a produ¢io
de bebidas fermentadas, oriunda de
frutos tropicais da regiao Amazonica,
desponta como uma interessante alter-
nativa para novos mercados por apre-
sentar perspectivas de alta lucrativida-
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148 wa ta a expressiva composicdo
amilacea do fruto, seguida de
processo fermentativo. A be-

bida resultante apresentou alto teor
alcodlico e excelentes propriedades
organolépticas. Tais caracteristicas si-
nalizam um futuro promissor para esse
inexplorado mercado.

Batai

Arwive

Figura 11. Diagrama grafico do
teste classificatério do perfil da
bebida
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