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RESUMO
Qualidade pos-colheita de colmos de cana armazenados e seus reflexos na producéo de

cachaca

O armazenamento dos colmos de cana pode comprometer a manutencdo do seu estado
fisiologico, refletindo em consideraveis alteracGes na qualidade do caldo. Esta pesquisa teve
como objetivos, avaliar as caracteristicas tecnologicas e microbiologicas do caldo de cana
colhida e armazenada, assim como seus reflexos na condugéo dos processos fermentativos e
formacgédo dos compostos quimicos da cachaca. Apos colheita da cana-de-aclcar, os colmos
foram armazenados a temperatura ambiente (20 — 32°C) por periodos de 0, 24, 48, 72 e 96
horas, sendo 0 mosto preparado apos extracdo do caldo. As fermentacbes foram conduzidas
em processo batelada com reciclo de células, durante cinco ciclos fermentativos. O
monitoramento da fermentacdo foi realizado através da quantificacdo de micro-organismos
em atividade no processo e no fermento reciclado. Ao término das fermentages, foram
analisadas as caracteristicas tecnoldgicas dos vinhos, os quais foram destilados em alambique
de cobre para quantificacdo dos compostos secundarios (acido acético, aldeido, alcoois
superiores, ésteres e furfural) e contaminantes (alcool metilico, cobre e carbamato de etila) da
cachaga. O armazenamento dos colmos de cana por periodos superiores a 48 horas causou
significantes perdas na qualidade do caldo, reduzindo o conteldo de sacarose, pureza e
acucares redutores totais, aumentando os niveis de acidez total, aglcares redutores e bactérias
laticas. Os colmos de cana armazenados por 72 e 96 horas, afetou a conducdo do processo
fermentativo, ocasionando decréscimo na viabilidade de células e brotos de leveduras, e
elevacdo nas concentracdes de bactérias laticas e leveduras ndo-Saccharomyces no fermento
reciclado. As caracteristicas tecnoldgicas dos vinhos também foram comprometidas com a
utilizacdo de colmos armazenados. Os niveis de acidez volétil, acetato de etila, acetaldeido,
alcool metilico, cobre e carbamato de etila das cachacas apresentaram-se dentro do
estabelecido pela Legislacdo Brasileira, enquanto o contetido de alcoois superiores e furfural
foram superiores em destilados de cana colhida e armazenada. As concentracdes de acetato de
etila e carbamato de etila permaneceram elevadas ao final do 5° ciclo para destilados de
colmos armazenados por periodos superiores a 48 horas, porém ndo excederam os limites
especificados na Legislagéo.

Palavras-chave: Matéria-prima;Armazenamento;Processo fermentativo;Composicdo quimica
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ABSTRACT

Quality of post-harvest stored cane stalks and its effects on the production of cachaca

The cane stalks storage can compromise the maintenance of their physiological state,
resulting in considerable changes in the quality of the juice. This research aimed to evaluate
the sugarcane juice technological and microbiological characteristics when harvested and
stored, as well its reflexes in the cachaga fermentative processes and secondary compounds
guiding processes. After harvested, the sugarcane stalks were stored at environmental
temperature (20 — 32°C) at 0, 24, 48, 72, and 96 hours, preparing the must just before the
juice extraction. Fermentations were carried out through the batch process, using five
fermentative cycles. Monitoring the fermentation was carried out by quantifying
microorganisms active in the process and recycled yeast. At the end of fermentation, the
technological characteristics of the wines were analyzed, which was distilled in copper still
for quantification of secondary compounds (acetic acid, aldehyde, higher alcohols, esters
and furfural) and contaminants (methyl alcohol, copper and ethyl carbamate) of cachaca.
The cane stalks storage for periods exceeding 48 hours caused significant losses in the juice
technological quality, reducing the sucrose content, purity and total reducing sugars,
increasing the acidity levels, reducing sugars and lactic acid bacteria. The cane stalks stored
for 72 and 96 hours, influencing negatively the fermentative process; presenting decreasing
in the viability of the yeast cells and shoots, as well an elevation in the lactic bacteria and
non-Saccharomyces yeasts concentration in the recycled yeast. The technical characteristics
of the wines were also compromised with the use of stalks stored. The volatile acidity levels,
ethyl acetate, acetaldehyde, methanol, copper, and ethyl carbamate in the cachacas were
within the ones established by the Brazilian law, while the superior alcohols and furfural
content were high in the sugarcane distillated after harvested and stored. The concentrations
of ethyl acetate and ethyl carbamate remained high at the end of the 5th cycle to cane spirits
stored for longer than 48 hours, but did not exceed the limits specified in legislation.

Keywords: Raw material; Storage;Fermentative process; Chemical composition



12



13

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Mercado nacional de Debidas ..........ccccoeiieiiiiiiiiece e 23
Figura 2 - Principais paises importadores de CaChaca ...........ccccoceveeveiiiesieseeie s e e sie e 23
Figura 3 - Mecanismo de utilizacdo da sacarose dentro das células do colmo de cana .......... 24
Figura 4 - Moenda utilizada para extragdo do caldo de Cana ..........c.ccccvveeieieieiencncnineens 40
Figura 5 - Dornas de aco inoxidavel utilizadas para fermentacdo do mosto ............cccceeveneene 42
Figura 6 - Destilador de cobre utilizado para destilagdo do vVinho ..........cccceccvvieivevciiccienne 43
Figura 7 - Colmos de €ana armazenados ............ccoeoereiieierieniene e 47

Figura 8 - Concentracédo de sélidos soluveis totais em caldo de cana colhida e armazenada .. 49

Figura 9 - Porcentagem aparente de sacarose em caldo de cana colhida e armazenada ......... 50
Figura 10 - Porcentagem de Pureza para caldo de cana colhida e armazenada ...................... 51
Figura 11 - Valores médios de pH para caldo de cana colhida e armazenada .............ccco....... 51

Figura 12 - Desdobramento da interagdo entre tratamentos e ciclos para a porcentagem
aparente de sacarose do caldo ao longo dos ciclos fermentativos ................ccc.c....... 52

Figura 13 - Desdobramento da interacdo entre tratamentos e ciclos para a porcentagem de
Pureza do caldo ao longo dos ciclos fermentativos ..........cccoocvevevienienieieeneennn 52
Figura 14 - Niveis de acidez total (gH,SO4.L™) em caldo de cana colhida e armazenada....... 54
Figura 15 - Porcentagem de acucares redutores em caldo de cana colhida e armazenada ...... 55

Figura 16 - Porcentagem de acUcares redutores totais em caldo de cana colhida e
AIMAZENAAR  oeiveerieie ettt ettt e ettt eene e st et e e et et sbeerenreas 56

Figura 17 - Contagem padrdo de micro-organismos totais (UFC.mL™) em caldo de cana

COINIda € arMazZENATA .........couveieiieee e 58
Figura 18 - Bactérias laticas (UFC.mL™) em caldo de cana colhida e armazenada ............... 59
Figura 19 - Leveduras totais (UFC.mL™) em caldo de cana colhida e armazenada ............... 60

Figura 20 - Leveduras ndo-Saccharomyces (UFC.mL™) em caldo de cana colhida e
VA=) T Vo - LSRR 60
Figura 21 - Leveduras ndo-Saccharomyces e ndo-Saccharomyces cerevisiae (UFC.mL™)
em caldo de cana colhida e armazenada ...........ccoccevveiierinieniec e 61
Figura 22 - Valores médios de viabilidade celular de leveduras (%) em fermentacOes
conduzidas com caldo de cana colhida e armazenada ...........ccccooevereieneiinnninns 63
Figura 23 - Valores médios de viabilidade de brotos (%) em fermentagdes conduzidas com

caldo de cana colhida € armMAazZENATA ..........eeeeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenees 64



14

Figura 24 - Desdobramento da interagédo entre tratamentos e ciclos para viabilidade celular
de brotos no inicio do processo fermentativo ..........cccccevviieniieieiie s 65
Figura 25 - Valores médios de indice de brotamento (%) em fermentacfes conduzidas com
caldo de cana colhida e armazenada ..........c.cooveeeieiene s 66

Figura 26 - Contagem padrdo de micro-organismos totais (UFC.mL™) reciclados no

fermento para tratamMEeNTOS .........occooiiiiiiieiee e 68
Figura 27 - Bactérias laticas (UFC.mL™) recicladas no fermento para tratamentos ............... 69
Figura 28 - Leveduras totais (UFC.mL™) recicladas no fermento para tratamentos ............... 70

Figura 29 - Leveduras ndo-Saccharomyces (UFC.mL™) recicladas no fermento para
ErATAMBNTOS ... s 71
Figura 30 - Leveduras ndo-Saccharomyces e ndo-Saccharomyces cerevisiae (UFC.mL™)
recicladas no fermento para tratamentos ..........cccccveeveiiie i 72
Figura 31 — Valores médios de pH (A) e acidez total (B) em mosto fermentado de cana
COINIdA € arMAZENATA ........eeiveeeieciiee e 74
Figura 32 - Valores médios de acUcares redutores residuais totais (%) em mosto
fermentado de cana colhida e armazenada ............ccceevvveeeeerrneeeees s 75
Figura 33 - Desdobramento da interacdo entre tratamentos e ciclos para agucares redutores
residuais totais NOS VINNOS ........c.cooiiiiiiiiieieie e 75
Figura 34 - Valores médios de teor alcodlico (v.v') em mosto fermentado de cana colhida
€ ArMAZENAUA ..oveeveeieeie et e st te et te et esre e teene e re e e aneenreeneeneenreene s 76
Figura 35 - Niveis de acidez volatil (mg.100 mL™ A.A.) em cachacas produzidas em 5
ciclos fermentativos utilizando-se mosto de cana colhida e armazenada ............. 77
Figura 36 - Niveis de acetaldeido (mg.100 mL™ A.A.) em cachacas produzidas em 5 ciclos
fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada ... 78
Figura 37 - Niveis de acetato de etila (mg.100 mL™ A.A.) em cachacas produzidas em 5
ciclos fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e
LTV T Vo USRS PURRTROTRRTN 78
Figura 38 - Contelido de propanol (mg.100 mL™* A.A.) em cachacas produzidas em 5
ciclos fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e
LTV T Vo USRS PURRTROTRRTN 79
Figura 39 - Contetdo de alcool isobutilico (mg.100 mL™* A.A.) em cachacas produzidas
em 5 ciclos fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e

APMAZENATA ..ottt e e ettt e e et e e e e et e e e e e e e e e et eeeeeeeaa e —————aas 80



15

Figura 40 - Contetido de alcool isoamilico (mg.100 mL™ A.A.) em cachacas produzidas em
5 ciclos fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e
AIMAZENAAR ©..vevierierie ettt b et s et b e bbbt e bt e st et e bbb benre s 80
Figura 41 - Alcoois superiores totais (mg.100 mL™* A.A.) em cachacas produzidas em 5
ciclos fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e
L VA=) T Vo LSS URRTR TSN 81
Figura 42 - Niveis de furfural (mg.100 mL™ A.A.) em cachacas produzidas em 5 ciclos
fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada ... 82
Figura 43 - Compostos secundarios totais (mg.100 mL™ A.A.) em cachacas produzidas em
5 ciclos fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e
AIMAZENAAR ©..veevierienee ettt sttt e bbbt e s b e e bt e e e st et e nbe st sbearenreas 82
Figura 44 - Niveis de alcool metilico (mg.100 mL™ A.A.) em cachacas produzidas em 5
ciclos fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e
LAV T Vo - TSRS 83
Figura 45 - Niveis de cobre (mg.L™) em cachacas produzidas em 5 ciclos fermentativos,
utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada .............cc.ccovennee. 83
Figura 46 — Niveis de carbamato de etila (ug.L™) em cachacas produzidas em 5 ciclos

fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada ... 84



16



17

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Composicéo quimica e requisitos de qualidade da cachaca, segundo o Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA (Instrucdo Normativa, n° 13,
de 29/06/2005 e Instrugdo Normativa, n® 28, de 08/08/2014) .......cccccvvvvvvcveruvrennne. 22
Tabela 2 - Resultados da analise de variancia (teste F) e teste de Tukey (5% de
probabilidade) para Brix, Pol, Pureza e pH do caldo de cana colhida e
L VA=) T Vo - PRSP 48
Tabela 3 - Resultados da andlise de variancia (teste F) e teste de Tukey (5% de
probabilidade) para acidez total (gH,SO..L™), aclcares redutores (AR) e
acucares redutores totais (ART) do caldo de cana colhida e armazenada .............. 53
Tabela 4 - Resultados da andlise de variancia (teste F) e teste de Tukey (5% de
probabilidade) para as contagens de micro-organismos no caldo (UFC.mL™),
sobre cultivo em meio PCA, MRS, WLN, WLD e LWYM ....ccccoiiiiiiiiiciiiiins 57
Tabela 5 - Resultados da analise de variancia (teste F) e teste de Tukey (5% de
probabilidade) para medias de viabilidade celular, viabilidade de brotos e indice
de brotamento no inicio do processo fermentativo ...........cccceveveveievcsiniie s 62
Tabela 6 - Resultados da analise de variancia (teste F) e teste de Tukey (5% de
probabilidade) para as contagens de micro-organismos no fermento (UFC.mL™),
sobre cultivo em meio PCA, MRS, WLN, WLD € LWYM .....ocoooiiiiiiiieeiiiieees 67
Tabela 7 - Resultados da andlise de variancia (teste F) e teste de Tukey (5% de
probabilidade) para os valores médios de pH, acidez total, aclcares redutores

residuais totais (ARRT) e teor alcodlico dos VINNOS ...........cccceveveiiciicccciccee 73



18



19

1 INTRODUCAO

A agroindustria de cachaca representa um consideravel mercado gerador econémico
para 0 pais. A producdo nacional de cachaca encontra-se em torno de 1,2 bilhdo de litros
anuais (IBRAC, 2014), sendo responsavel por um faturamento de aproximadamente R$7
bilhdes em sua cadeia produtiva. A cachaga encontra-se entre a segunda bebida alcodlica mais
consumida no pais, e o terceiro destilado mais apreciado no mundo (SEBRAE, 2015).

A principal matéria-prima utilizada para a producao deste destilado é a cana-de-acgucar,
a qual deve se encontrar em perfeitas condi¢Oes de desenvolvimento fisiologico, para garantir
a maxima eficiéncia industrial e a producao de uma bebida de qualidade.

A ocorréncia de fatores limitantes ao desenvolvimento da planta e a manutencao do seu
estado fisioldgico pos-colheita, podem refletir em alteracGes na sua qualidade, impactando no
processamento industrial. Esta perda de qualidade pode resultar em elevacdo nos niveis de
contaminantes, menores concentracdes de acglcares recuperaveis, inversdo da sacarose,
producdo de polissacarideos e liberacdo de metabolitos indesejaveis (acido latico e acético).

Dentre os principais fatores que comprometem a qualidade da matéria-prima, pode-se
destacar o tempo de espera entre colheita e processamento. Esta pratica é muito comum em
algumas unidades de producdo de cachaca e etanol, visando a suplementacdo continua de
matéria-prima no processamento. O armazenamento dos colmos inteiros sob condicGes
ambientais, pode resultar em reducdo no peso e % de caldo extraido, perdas de sacarose,
menor pureza e pH, e simultaneamente elevacdo na % de sélidos solUveis totais, acidez
titulavel e dextranas, além de proporcionar um aumento exponencial de contaminantes,
proporcional ao periodo de armazenamento (BHATIA et al., 2009).

Como a producdo da cachaga ocorre por via fermentativa, torna-se fundamental a
utilizacdo de matéria-prima de qualidade na preparacdo do mosto, pois 0S compostos
quimicos da bebida sdo sintetizados principalmente, através das reacdes metabdlicas
envolvidas na bioguimica da fermentacdo alcoolica. Alcoois superiores, ésteres, aldeidos e
acidos organicos sdo 0s compostos responsaveis pelo aroma e sabor tipico da bebida,
desempenhando um importante papel na formacdo do perfil sensorial do destilado
(ALCARDE; MONTEIRO; BELLUCO, 2012).

A menor qualidade quimica do caldo e a introducéo de diferentes linhagens de micro-
organismos nas fermentacdes do mosto podem ocasionar transtornos operacionais, resultando
em consumo de agucares e nutrientes, reducao da viabilidade celular das leveduras, floculagdo

do fermento, liberacdo de metabolitos toxicos e aumento da competicdo entre células pelos
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substratos do meio. Tal situacdo pode comprometer o desenvolvimento do processo,
implicando em menores rendimentos em &lcool e um desequilibrio na formacdo dos
compostos quimicos que caracterizam o destilado.

O periodo entre colheita e processamento da cana resulta em consideraveis alteraces na
qualidade do caldo, refletindo em aumento da atividade enzimatica e microbiana, através do
consumo da sacarose armazenada nas células. Diversas pesquisas demonstram os reflexos do
armazenamento dos colmos de cana sobre as caracteristicas tecnologicas do caldo. Entretanto,
pouco se sabe dos impactos deste armazenamento sobre o processamento e qualidade quimica
da cachaga. Assim, o presente estudo teve como objetivos, avaliar a qualidade pés-colheita de
colmos de cana armazenados, e seus reflexos na condugcdo dos processos fermentativos e

formacdo dos compostos secundarios e contaminantes da cachaca.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cachaca

2.1.1 Regulamentacéo da cachaca

A Legislacdo Brasileira, atraves da Instrucdo Normativa n°13 de 2005, define cachaga
como a denominacao tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, com
graduaco alcodlica de 38 a 48% v.v* a 20°C, obtida pela destilacio do mosto fermentado de
caldo de cana-de-aglcar com caracteristicas sensoriais peculiares. Ja a aguardente de cana é
definida como a bebida com graduacdo alcodlica de 38 a 54% v.v' a 20°C, obtida do
destilado alcodlico simples de cana-de-acucar ou pela destilagdo do mosto fermentado de
cana-de-aclcar. Ambas podem ser adicionadas de até 6 g.L"' de aclcares, expresso em
sacarose (BRASIL, 2005a).

O processo de producgdo da cachaca consiste inicialmente na moagem da cana-de-agutcar
originando um caldo com teor de sélidos solGveis em torno de 20% p.p™, que podera ser
ajustado com relacdo a concentracdo de acucar para entdo ser fermentado. O processo
fermentativo é geralmente conduzido em batelada, utilizando leveduras naturais (pé de cuba),
usualmente preparadas por método conhecido como fermento caipira. As fermentagdes sao
frequentemente completadas em 24 horas, quando as leveduras sedimentam e o vinho
fermentado é enviado para um destilador de cobre (alambique) e aquecido a
aproximadamente 90°C. Da destilacdo do vinho, obtém-se um destilado com graduacdo de 38
a 48% de etanol (v.v'). O processo é repetido, recarregando-se a dorna com caldo recém-
extraido (SCHWAN et al., 2001).

A é4gua e o etanol sdo os principais componentes da bebida, constituindo-se
aproximadamente 98% do destilado. No entanto, outros componentes minoritarios estdo
presentes, conhecidos como compostos secundarios ou congéneres (acidez total expressa em
acido acetico, ésteres, aldeidos totais expressos em acetaldeido, furfural, 5-hidroxi-metil-
furfural e alcoois superiores), 0s quais ndo poderao ser inferiores a 200 mg e superiores a 650
mg por 100 mL de alcool anidro segundo a legislacdo (BRASIL, 2005a).

Os demais compostos, como metanol, carbamato de etila, acroleina, entre outros, sdo
denominados de contaminantes organicos. Tais compostos sdo provenientes das reacoes
bioguimicas da fermentacdo alcoolica e da destilacdo do vinho, sendo responsaveis pelo

aroma e sabor tipico da bebida. A Legislacdo Brasileira estabelece um padrdo minimo de
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qualidade para a producdo de cachacga. Os limites de concentracdo de compostos secundarios
estdo listados na Tabela 1 (BRASIL, 2005a; BRASIL, 2014).

Tabela 1 — Composicao quimica e requisitos de qualidade da cachaca, segundo o Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA (Instrugdo Normativa, ne 13,
de 29/06/2005 e Instrucdo Normativa, n° 28, de 08/08/2014)

Compostos secundarios Unidade Maximo
permitido
Acidez volatil expressa em acido acético mg.100 mL™" de AA. 150
Esteres totais expresso em acetato de etila mg.100 mL™ de A.A. 200
Soma de furfural e hidroximetilfurfural mg.100 mL™ de A.A. 5
Alcoois superiores mg.100 mL™* de A.A. 360
Aldeidos totais em acetaldeido mg.100 mL™ de AA. 30
Coeficiente de congéneres mg.100 mL™ de A.A. 200 a 650
Contaminantes organicos
Alcool metilico mg.100 mL™ de A.A. 20
Carbamato de etila pg.Lt 210
Acroleina (2-propenal) mg.100 mL™ de A.A. 5
Alcool sec-butilico (2-butanol) mg.100 mL™ de A.A. 10
Alcool n-butilico (1-butanol) mg.100 mL™ de AA. 3
Contaminantes inorganicos
Cobre mg.L™ 5
Chumbo (Pb) pg.L* 200
Arsénio (As) pg.L? 100

A A. = Alcool Anidro

2.1.2 Mercado

Atualmente a producéo nacional de cachaga encontra-se em torno de 1,2 bilh&o de litros
anuais, com aproximadamente 12 mil estabelecimentos, sendo Minas Gerais 0 estado com
maior concentracdo de produtores. Podem ser encontradas no mercado mais de quatro mil
marcas deste destilado (IBRAC, 2014). O setor é responsavel por um movimento anual em
sua cadeia produtiva de R$ 7 bilhdes, respondendo por 600 mil empregos diretos e indiretos
(SEBRAE, 2015).
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Dentre 0 mercado de bebidas alcodlicas, o consumo de cachaca é somente superado
pelo mercado cervejeiro (Figura 1). A cachaca é o terceiro destilado mais consumido no
mundo e representa 87% da producédo de bebidas destiladas no pais (SEBRAE, 2015).

2%

B Cervela

m Cachaga
8 Conhagque
B Uisque
@Vinho

B Vodca

Figura 1 - Mercado nacional de bebidas (IBRAC, 2010)

Os estados de Sdo Paulo, Pernambuco e Ceara sdo responsaveis por quase toda a
producdo da cachaca industrial, enquanto nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Bahia
e também S&o Paulo, concentra-se a produgdo da cachaga “artesanal”, com predominancia de
50% da producdo da cachaca de alambique nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro
(EMBRAPA, 2014).

Embora o mercado brasileiro apresente nimeros expressivos, as exportagdes de cachaca
ndo ultrapassam 2,0% da producdo nacional. Atualmente, sdo aproximadamente 60 empresas
exportadoras, abrangendo mais de 59 mercados exportadores. A receita gerada em 2013 foi de
US$ 16,59 milhdes, representando um aumento de 13,23% no volume exportado com relacéo
ao ano anterior. Os principais paises de destino em valor sdo: Alemanha, Estados Unidos,
Portugal, Franca, Paraguai e Italia (Figura 2) (IBRAC, 2014).

_ WALEMANHA
™ WESTADOS UNIDOS
wPORTUGAL
& ERANCA
W PARAGUA
ITALA
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CHILE
W QUTROS PAISES

Figura 2 - Principais paises importadores de cachaga (IBRAC, 2014)
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2.2 Cana-de-agucar

2.2.1 Biossintese da sacarose

A partir de reacdes fotossintéticas a cana-de-agUcar realiza a fixagdo de dioxido de
carbono para a sintese de sacarose nas folhas. A sacarose fosfato-sintase sintetiza sacarose-6-
fosfato, a qual € desfosforilada pela sacarose-fosfato fosfatase para formar sacarose. A
sacarose-sintase pode hidrolisar a sacarose para UDP-glicose e frutose ou catalisar uma
reacdo de sintese reversa (ZHU; KOMOR; MOORE, 1997).

A sacarose pode ser conduzida até as células do colmo por meio de vasos condutores
especializados, para ser armazenada nos vacuolos das células, ou pode ser hidrolisada nos
seus constituintes glicose e frutose, que serdo utilizados como substrato priméario para os
processos respiratérios da planta (Figura 3). A energia produzida na respiracdo € utilizada
para a manutencdo da estrutura e da integridade fisioldgica da planta, na sintese de produtos
de defesa e para o crescimento (WATT; CRAMER, 2009).

Sacarose [ Sacarose
(a partirdafolha) (no colmo)

enzima enzima
Gllcose

Sacarose
(paraarmazenamento)

Frutose

Fibra Respiragdo
(Glicose + 02 = CO2 + H20 + energia)

Figura 3 - Mecanismo de utilizagdo da sacarose dentro das células do colmo de cana
Adaptado: Watt e Cramer (2009)

A concentracdo de sacarose nos internodios da cana-de-agUcar esta correlacionada com
a reducdo da atividade de invertases &cidas durante a maturacdo e uma diferenga entre a
sacarose fosfato-sintase e a atividade de invertases acidas soluveis (ZHU; KOMOR; MOORE,
1997).
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O contetdo de aglcares acumulados na cana é representado pelo balanco entre os
acucares que foram sintetizados e aqueles destinados a manutencdo da planta. Apos colheita
da cana, a sintese e 0 acumulo de sacarose sao interrompidos, passando a ser utilizada nas
reacOes fisioldgicas das células (MEHROTRA; MEHROTRA; SURYAWANSHI, 2009).

2.2.2 Qualidade da matéria-prima armazenada

A qualidade da matéria-prima pode ser definida como um conjunto de caracteristicas
que atenda as exigéncias da industria por ocasido do processamento (MUTTON, 2008). A
ocorréncia de fatores limitantes ao desenvolvimento da planta, e a manutencdo do seu estado
fisiolégico pods-colheita, podem refletir em alteracbes na sua qualidade, impactando no
processamento industrial.

Diversos sdo os fatores que comprometem a qualidade dos colmos de cana
armazenados, podendo-se destacar a temperatura ambiente, umidade relativa, variedade,
periodo de armazenamento, atividade de invertases, estagio de maturacdo, entre outros
(ROSE; BOTHA, 2000; SIDDHANT et al., 2008; SOLOMON, 2000; SOLOMON et al.,
2006; SOLOMON, 2009).

Estudos demonstram que o intervalo entre colheita e processamento da cana, € 0
principal fator que determina as taxas de perda de sacarose, através de processos de inversao e
respiracdo, assim como, formacdo de &cidos organicos, dextrana e polissacarideos
(RAKKIYAPPAN et al., 2009; SINGH et al., 2006; SOLOMON, 2009).

A baixa qualidade da cana estd associada principalmente com as reacdes de inversao
quimica e enzimatica, particularmente de origem microbiana, influenciadas pela sanidade da
cana e condicbes ambientais (EGGLESTON, 2002). Nos colmos de cana colhido e
armazenados, a inversdo se torna evidente devido ao gradual aumento de agucares redutores,
processo catalisado inicialmente por invertases enddgenas, sendo agravada pela acdo de
invertases de origem microbiana (SOLOMON et al., 2006).

Aproximadamente, 13% da sacarose presente € utilizada nas reacdes de inversdo
guimica, 25% nas atividades enzimaticas e 62% metabolizada por micro-organismos

existentes no caldo e introduzidos ao longo do processamento (SOLOMON, 2009).
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2.2.2.1 Micro-organismos contaminantes

Micro-organismos contaminantes podem ser encontrados na matéria-prima, decorrentes
das condi¢cdes normais do ambiente de cultivo da cana, podendo-se destacar 0s géneros
Acetobacter, Enterobacter, Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio, Bacillus e bactérias &cido
laticas (SUMAN et al., 2000).

A cana-de-acucar possui uma flora microbiana endogena, capaz de se multiplicar
guando os mecanismos de manutencdo das células séo interrompidos em funcdo da colheita.
Fatores como elevadas temperaturas e alta umidade, favorecem o crescimento de fungos e
bactérias (JAMES; OLIVARES, 1997), sendo a capacidade de multiplicacdo destes micro-
organismos dependente da extensdo de danos no colmo e do tempo de permanéncia da cana
cortada no campo. Além disso, a queima da cana, as praticas de colheita mecanizada e o
armazenamento, podem provocar aberturas no colmo favorecendo a entrada de micro-
organismos (WATT; CRAMER, 2009).

A presenca destes micro-organismos no processamento dos colmos de cana ocorre
desde a lavoura até o setor de fermentacdo, sendo que os contaminantes presentes no caldo e
no mosto podem refletir na qualidade da matéria-prima utilizada, pois tanto o caldo quanto o
mosto sdo excelentes substratos para o crescimento microbiano. Este crescimento é
favorecido pelos elevados teores de nutrientes organicos e inorganicos, alta atividade de agua
e pH favoravel do caldo, além das temperaturas que ocorrem nos processos industriais de
fermentacdo (GALLO, 1990; GALLO; CANHOS, 1991).

Bactérias e fungos utilizam os acuUcares presentes na cana para produzir energia
necessaria ao seu crescimento. Em decorréncia do seu metabolismo, uma variedade de
enzimas hidroliticas é excretada, promovendo a inversdo da sacarose. Bactérias do género
Leuconostoc sp. (L. mesenteroides e L. Dextranicum), em condi¢fes favoraveis, formam
colonias apds multiplicagdo, convertendo a sacarose em polissacarideos. Esses micro-
organismos sdo anaerébios facultativos e se reproduzem rapidamente sobre condicfes de
anaerobiose (SOLOMON, 2009).

Além da producdo de dextrana, os acidos organicos (&cido latico, acético e butilico)
produzidos por micro-organismos contaminantes, também sdo responsaveis pela reducdo do
conteudo de sacarose e pH do caldo. Para cada grama de acido formado, aproximadamente
2,779 e 11,099 de sacarose sdo degradadas, pela acdo de Leuconostoc mesenterdides e
Escherichia coli, respectivamente (GUPTA; LAL, 1984 apud SOLOMON, 2009).
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2.2.2.2 Atividade enzimética

As enzimas invertases podem ser encontradas nos tecidos vegetais em diferentes
estagios de maturacdo, sob as formas &cida e neutra, com pH de atuacdo de aproximadamente
5,2 e 7,0, respectivamente. A sacarose esta predominantemente localizada nos vacuolos das
células do colmo, permanecendo isolada da atividade das invertases neutras citosolicas
(BOSCH; GROF; BOTHA, 2004), enquanto as invertases &cidas estdo presentes nos
vacuolos, atuando no mecanismo de hidrolise da sacarose (HATCH; GLASZIOU, 1963).

Na cana-de-acUcar, a atividade das invertases acidas e neutras esta correlacionada com
0s niveis de hexoses, taxa de respiracdo e com a duragdo e temperatura de armazenamento
(LONTOM; KOSITTRAKUN; LINGLE, 2008; MAO; QUE; WANG, 2006; SISWOYO et
al., 2007). Siswoyo et al. (2007), verificaram que a atividade das invertases neutras é mais
elevada no inicio do armazenamento, enquanto, as invertases acidas apresentam atividade
aumentada com a extensdo do periodo de armazenamento da cana. A acidez caracteristica do
caldo permite a predominancia das invertases acidas, resultando em efeitos significativos
sobre a sacarose armazenada (VERMA et al., 2012).

O processo de inversdo da sacarose em agucares redutores € um importante indicador de
deterioragdo da cana-de-agUcar. A atividade de invertases aumenta progressivamente durante
0 armazenamento da cana, refletindo em consideraveis alteracbes na qualidade do caldo,
favorecendo os processos de inversdo da sacarose (SINGH et al., 2008). Esses autores
demonstraram que a atividade de invertases acidas aumentou 1,38 e 4,75 vezes ap0s 48 e 240
horas de armazenamento, respectivamente, com consequente elevacao nos niveis de agtcares
redutores do caldo.

Verma et al. (2012) encontraram uma correlacdo negativa entre a reducdo na
porcentagem de sacarose no caldo e a atividade de invertases durante 24 e 120 horas de
armazenamento da cana, independentemente da variedade estudada. Segundo Solomon et al.
(1990) apud Solomon (2009), o armazenamento da cana por 72 horas, proporcionou elevacéao
na atividade de invertases &cida e neutra, com correspondente aumento nos niveis de actcares
redutores.

Além de intensificar a atividade enzimatica, 0 armazenamento da cana pode também
contribuir com a reducéo de peso e % de caldo extraido, baixa pureza, menor % de sacarose e
baixos valores de pH, refletindo, em aumento de solidos sollveis totais, acidez titulavel e
dextrana (BHATIA et al., 2009), comprometendo consideravelmente a qualidade da matéria-

prima destinada ao processamento.
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2.3 Fermentacdo alcodlica

2.3.1 Bioquimica da fermentacéo alcoolica

A fermentacdo alcodlica consiste na degradacdo anaerdbica da glicose, ou de outros
carboidratos, para a produgdo de energia na forma de ATP (Adenosina trifosfato), com
consequente formacéo de duas moléculas de piruvato (VENTURA, 2007).

O piruvato produzido na glicélise possui trés destinos, que dependem da caracteristica
do microrganismo e das condi¢Ges metabdlicas que os mesmos sdo submetidos. A levedura
converte o piruvato em etanol e gas carbénico em duas reacBes. Na primeira reacdo, o
piruvato sofre descarboxilacdo em uma reacdo irreversivel catalisada pela enzima piruvato
descarboxilase. Na segunda reacdo, através da acdo da enzima alcool desidrogenase, o
acetaldeido € reduzido a etanol, na presenca do NADH (LEHNINGER; NELSON; COX,
2006).

Além do etanol e gas carbbnico, sdo produzidos na fermentacdo outros diversos
compostos em quantidades menores, tais como acidos carboxilicos, ésteres (acetato de etila e
lactato de etila), aldeidos (acetaldeido, formaldeido e propenaldeido) e alcoois superiores
(isoamilico, n-propanol, isobutanol) (ALCARDE, 2014).

2.3.2 Microbiologia dos processos fermentativos

As condicOes intrinsecas ocorrentes durante os processos fermentativos, referentes a
temperatura, acidez, concentracdo de acuUcares e nutrientes, favorecem o desenvolvimento de
uma diversidade de micro-organismos, como bactérias e uma variedade de leveduras. As
fermentacOes destinadas a producgédo de cachaga possuem uma microbiota muito complexa,
apresentando uma variedade de leveduras, dentre elas Kluyveromyces marxianus, Pichia
heimii, Hanseniaspora uvarum, Pichia subpelliculosa, Debaryomyces hansenii, Pichia
methanolica e Saccharomyces cerevisiae, assim como, bactérias acido laticas e acéticas e
bactérias da familia enterobactericiaea (SCHWAN et al., 2001).

As bactérias laticas sdo os principais grupos de bactérias encontradas em fermentagdes
alcoolicas destinadas a producdo de cachaca, sendo Lactobacillus casei e L. plantarum as
espécies predominantes. L. ferintoshensis, L. fermentum, L. jensenii, L. murinus, Lactococcus
lactis, Enterococcus spp. e Weissella confusa sdo outras espécies de bactérias laticas que

também podem ser encontradas durante os processos fermentativos (GOMES et al., 2010).
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2.3.2.1 Bactérias laticas

Bactérias acido laticas podem ocasionar diversos transtornos operacionais em
fermentacdes alcoodlicas devido ao seu perfil anaerdbio facultativo, sua capacidade de tolerar
altas temperaturas e baixo pH e pela sua habilidade de crescer rapidamente e sobreviver sob
condicBes nas quais o etanol é produzido (NARENDRANATH, 2003).

Bactérias laticas heterofermentativas, podem produzir CO,, manitol, etanol, acido
acetico e uma pequena quantidade de acetaldeido, em consequéncia da producdo de acido
latico (ESCALANTE et al., 2004), contribuindo com alteracfes na composic¢ao quimica e nas
propriedades sensoriais da cachaca (DUARTE et al., 2011).

Em fermentac6es industriais, micro-organismos contaminantes constantemente desviam
fontes de carbono disponiveis a producdo de etanol e crescimento celular, para a sintese de
subprodutos (&cido latico e acético) inibitérios as leveduras. Niveis elevados de
contaminantes podem comprometer o desenvolvimento do processo, necessitando de
interrupcdes para limpeza e esterilizacdo dos equipamentos, elevando os custos de producéo
(SKINNER; LEATHERS, 2004).

Segundo Narendranath, Thomas e Ingledew (2001), o cultivo de Saccharomyces
cerevisiae na presenca de &cido latico (0,8-1,0% p.v*) e acético (0,05-0,1% p.v'™') resultou em
reducdo na taxa de crescimento especifica das leveduras, refletindo em decréscimo na taxa de
consumo de substrato e na producdo de etanol, com inibicdo mais intensa quando a
concentracdo de é&cido acético excedeu 0,1%. Pode-se deduzir que as bactérias
heterofermentativas possuem maior efeito inibidor sobre as leveduras durante a fermentagéo
alcodlica, quando comparadas as homofermentativas, pois sdo produtoras de acido acético
(COSTA et al., 2008).

O desenvolvimento de Lactobacillus fermentum e Bacillus subtilis em fermentacoes
conduzidas com Saccharomyces cerevisiae, resultou em aumento da acidez total dos vinhos,
enquanto a viabilidade das leveduras foi reduzida em 73,5 e 59,2%, respectivamente
(NOBRE; HORII; ALCARDE, 2007).

Thomas, Hynes e Ingledew (2001), verificaram que a pré-inoculacdo de Lactobacillus
(L. collinoides, L.fermentum, L. plantarum e L. paracasei) em fermenta¢c6es conduzidas por S.
cerevisiae, ocasionaram desvios de carboidratos para a producdo de acido latico e glicerol,
refletindo em decréscimo na viabilidade celular e na produgéo de biomassa e etanol.

Lactobacillus fermentum também estdo envolvidos com os mecanismos de floculagdo
de leveduras em fermentacbes alcoolicas (SOUZA; MUTTON, 2004). A floculagdo de
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S.cerevisiae € intensificada quando a concentracdo de L. fermentum é aumentada, alcan¢ando
indices de 100% em concentragcBes bacterianas de 1,38 a 3,76% de biomassa seca
(LUDWING; OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001).

Duarte et al. (2011), demonstraram que a inoculacéo de L. fermentum com S. cerevisiae
em fermentacOes alcodlicas destinadas a producdo de cachaga, resultaram em diminui¢do do
crescimento bacteriano, provavelmente devido ao efeito inibidor do etanol. Entretanto, mesmo
com a predominancia das leveduras no processo, a atividade bacteriana comprometeu a
qualidade do destilado.

Micro-organismos contaminantes também séo reciclados com as leveduras causando
diversos transtornos operacionais, intensificando a competicdo entre células de leveduras e
bactérias pelos nutrientes do meio (OLIVA-NETO; YOKOYA, 2001). O reaproveitamento do
indculo promove um estimulo a multiplicacdo bacteriana, devido ao enriquecimento do meio
causado pelas bactérias hidrolisadas e aminoacidos provenientes das células de leveduras
(CHERUBIN, 2003).

O controle bacteriano durante o processo fermentativo € imprescindivel, pois eleva os
custos do produto, portanto, justifica-se a necessidade de conhecer os fatores que estimulam a
multiplicacdo bacteriana, buscando novas tecnologias menos onerosas para o controle dos
contaminantes da fermentacdo alcodlica (OLIVA-NETO, 1995).

2.3.2.2 Leveduras

Diferentes espécies de leveduras podem ser encontradas em fermentacgdes para producao
de cachaga (CAMPOS et al., 2010; BADOTTI et al., 2010; GUERRA et al., 2001), cada qual
contribuindo decisivamente para a formacdo do perfil sensorial do destilado. Diversos
metabolitos sdo produzidos por uma variedade de leveduras, dentre eles, aldeidos, alcoois
superiores e ésteres, os quais podem ser benéficos ou ndo para a qualidade da bebida
(DUARTE; AMORIM; SCHWAN, 2013; VICENTE et al., 2006; DATO; PIZAURO;
MUTTON, 2005).

A biodiversidade de leveduras existentes em fermentacGes alcodlicas é reflexo da
introducdo de micro-organismos no processo, provenientes do caldo de cana e por ocasido do
processamento. As leveduras Saccharomyces cerevisiae sdo as espécies predominantes, pois
séo fisiologicamente mais adaptadas ao ambiente de fermentacdo (PATARO et al., 1998).

A variabilidade genética de S. cerevisiae em fermentacfes destinadas a produgdo de

cachaca, pode ser decorrente das caracteristicas intrinsecas do ambiente de fermentacéo,
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referentes aos pequenos ciclos fermentativos de 24 — 36 horas, geralmente conduzidos durante
quatro a seis meses, e acompanhados de elevadas temperaturas (25 — 40°C) e alto contetido de
etanol (GUERRA et al., 2001).

Guerra et al. (2001), isolaram 67 linhagens de S. cerevisiae de diferentes destilarias de
cachaca de Minas Gerais, e evidenciaram a predominancia desta espécie nas fermentagdes.
Leveduras ndo-Saccharomyces também foram isoladas, porém desapareceram nos estagios
finais do processo. Nova et al. (2009), encontraram além de S.cerevisiae, outras linhagens,
dentre elas, Candida milleri (Candida humilis), Pichia caribbica, Pichia guilliermondii e
Zygosaccharomyces fermentati, e constataram que a interacdo das espécies, contribuiu com a
producdo adequada dos compostos volateis que caracterizam o destilado.

Oliveira et al. (2005a), observaram diferencas nas concentracdes de aceltaldeido,
acetato de etila, alcool isoamilico, propanol, isobutanol, &cido acético e glicerol, quando 24
diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae foram utilizadas em fermentagdes para
producdo de cachaca. Campos et al. (2010) também verificaram diferencas qualitativas na
composicdo quimica (aldeidos, ésteres, metanol, alcoois e acidez volatil) de cachacas
produzidas por trés diferentes linhagens de S. cerevisiae.

Em fermentacdes industriais, além das leveduras produtoras de metabdlitos e produtos
volateis desejaveis, outras espécies podem se instalar no processo, comprometendo o
desempenho das fermentacGes e a qualidade quimica e sensorial da cachaca. Oliveira et al.
(2005b), verificaram que as fermentagGes conduzidas com Schizosacharomyces pombe
produziram um destilado com menores concentracdes de alcoois superiores, conferindo um
menor grau de aceitacdo ao produto durante a analise sensorial.

Oliveira et al. (2005a), verificaram que diferentes linhagens de leveduras nao-
Saccharomyces (Candida apicola, C. famata, C. guilliermondii, Hanseniaspora occidentalis e
Schizosacharomyces pombe) podem aumentar a producdo de glicerol, contribuindo com
menores rendimentos fermentativos. Leveduras das espécies Candida sp., C. drosophilae-like,
P. guilliermondii e Z. fermentati, ndo foram consideradas relevantes na condugdo de
fermentagdes para producgdo de cachaga, pela ocorréncia de fatores como elevado contetido de
acucares residuais, menor produtividade em etanol, além da ndo producdo de metabdlitos
necessarios a qualidade do destilado (NOVA et al., 2009).

Basso et al. (2008) estudando a biodiversidade de leveduras em fermentagdes industriais
para producdo de etanol, verificaram que a maioria das linhagens selvagens apresentaram
caracteristicas fermentativas indesejaveis, com producdo excessiva de espuma, fermentacoes

lentas, elevado conteudo de agucares residuais e intensa taxa de sedimentacdo. Souza Liberal
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et al. (2007), caracterizando a populagéo de leveduras contaminantes durante a producéo de
bioetanol, identificaram que Dekkera bruxellensis foi a espécie predominante, apresentando
potencial de crescimento semelhante a S. cerevisiae.

Em controvérsia, Duarte, Amorim e Schwan (2013), demonstraram que fermentacdes
conduzidas com linhagens de P. caribbica UFLA CAF733 em cultivo com S.cerevisiae
UFLA CA11, proporcionaram menores concentracdes de acUcares residuais, altos niveis de
conversdo do substrato e elevada produtividade volumétrica em etanol, em fermentacdes do
mosto de cana-de-acucar. A inoculacdo possibilitou a producdo de maiores concentracfes de
compostos volateis (etil hexanoato, 2-feniletanol, linalol, etil butirato, acetato feniletil,
dietilsuccinato e geraniol) e reducgdo na concentracdo de aldeidos e acidez volatil.

2.4 Composicao quimica da cachaca

Os compostos quimicos existentes na cachaca podem ser classificados em organicos e
inorganicos. Na fracdo organica encontram-se o0s aldeidos, ésteres, alcoois, acidos
carboxilicos, cetonas, acroleina, carbamato de etila e compostos sulfurados, enquanto na
fracdo inorganica estdo presentes os ions metalicos (aluminio, célcio, chumbo, cadmio, cobre,
cromo, cobalto, ferro, etc). As caracteristicas sensoriais da cachaca e sua toxicidade estdo
diretamente associadas com a concentracdo destes compostos (SIEBALDE et al., 2002).

A natureza e a qualidade dos compostos quimicos que caracterizam o destilado
dependem da qualidade da matéria-prima, do processo fermentativo, destilacdo do vinho e dos
processos de envelhecimento (DATO; PIZAURO; MUTTON, 2005). Os compostos volateis
sdo essenciais para a formacdo do perfil sensorial do destilado e produgdo de uma cachaga

com alto padrdo de qualidade, que atenda a Legislacdo vigente.
2.4.1 Compostos secundarios
2.4.1.1 Alcoois superiores
Os alcoois superiores se referem a soma dos alcoois isobutilico, propilico e isoamilico
(BRASIL, 2005a). Os alcoois superiores caracterizam-se por conter mais de dois atomos de

carbono e provavelmente resultam do metabolismo das leveduras, através da degradacdo de

aminoacidos durante o processo fermentativo. Dentre o0s principais alcoois superiores
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produzidos a partir de aminoacidos pode-se destacar o alcool d-amilico obtido de D-leucina,
alcool isoamilico de L-leucina e alcool isobutilico a partir de valina (YOKOYA, 1995).

Lilly et al. (2006), estudando os efeitos da concentracdo de aminoacidos sobre a
producdo de alcoois superiores por linhagens de Saccharomyces cerevisiae, verificaram que
elevadas concentracBes de valina, aumentaram a sintese de isobutanol, &cido isobutirico,
propanol e &cido propanoico. Os teores dos alcoois isoamilico e 2-feniletil aumentaram com a
adicdo de leucina, enquanto que a adicdo de isoleucina resultou em maior concentracdo de
acido isovalérico.

A concentracdo de alcoois superiores em cachaca também pode ser influenciada pela
composicdo do meio, temperatura, niveis de aeragdo e pela linhagem da levedura, sendo sua
sintese estimulada pelo oxigénio, estando diretamente relacionada com a taxa de crescimento
do microrganismo (JANZANTTI, 2004).

Os élcoois com até cinco atomos de carbono (&lcoois amilico e propilico e seus
isbmeros) contribuem para a formacdo do buqué aromético da bebida, porém seu excesso

interfere negativamente no valor comercial e na qualidade da cachaca (CARDOSO, 2006).

2.4.1.2 Esteres

Os ésteres sdo produzidos pelo metabolismo secundario intracelular das leveduras
durante a fermentacdo alcodlica, através de reacGes enzimaticas entre acidos ativados sob a
forma de acetil-CoA e alcoois correspondentes. A formacdo de ésteres pds-fermentacéo,
também ocorre via reagdo quimica direta entre alcoois e acidos, porém em menor proporgao.
Os ésteres mais importantes em bebidas alcodlicas sdo os ésteres etilicos de acidos graxos e
acetatos, pois estdo presentes em concentracfes relativamente elevadas, com caracteristicas
aromaticas agradaveis e odor pouco pronunciado (ANGELINO, 1991; ETIEVANT, 1991).

A concentragdo dos alcoois e acetil-CoAs correspondentes influencia na producdo final
dos ésteres durante o metabolismo das leveduras. Uma vez que a acetil-CoA e o etanol séo o
acido e o alcool encontrados em maior abundancia na fermentacdo, o acetato de etila é
normalmente o éster predominante (PIGGOTT; PATERSON, 1989).

Etil ésteres e ésteres de acetato s@o as principais classes de ésteres com atividade
flavorizante encontrados em bebidas fermentadas. Dentre os principais ésteres de acetato,
destaca-se o etil acetato (aroma frutado e solvente), acetato isoamilico (aroma de banana) e 2-
feniletil acetato (aroma de mel, rosas e flores). Os etil ésteres compreendem os &cidos graxos

de cadeia media, onde o alcool é o etanol, e o grupo acil é derivado da atividade dos acidos
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graxos. Exemplos de etil ésteres sdo etil hexanoato e etil octanoato, apresentando aroma de
maca (CORDENTE et al., 2012).

Nascimento, Cardoso e Franco (2008, 2009) verificaram também a presenca do
composto etil lactato, representando 26,8% dos ésteres encontrados em cachagas, sendo
classificado como o segundo mais abundante. A producdo deste composto foi associada a
contamina¢do do mosto por bactérias laticas (Lactobacillus spp.), intensificada pela

deficiéncia de controle da fermentacdao alcoolica.

2.4.1.3 Aldeidos

O acetaldeido é o principal aldeido produzido pelas leveduras nos estagios iniciais da
fermentacao alcoolica, diminuindo gradativamente ao final do processo, pela oxidacdo a acido
acético (CARDOSO, 2006). A presenca de oxigénio favorece também a formacdo de outros
aldeidos, provenientes da oxidacdo de alcoois superiores (MAIA; CAMPELO, 2005). Os
aldeidos sdo importantes compostos de aroma e sabor em bebidas alcodlicas, entretanto,
guando em niveis elevados podem ser toxicos ao organismo (NASCIMENTO, 1997;
CHAVES; POVOA, 1992).

2.4.1.4 Furfural e hidrometilfurfural

O furfural e hidrometilfurfural sdo aldeidos formados pela pirogenacdo da matéria
organica depositada no fundo das caldeiras do aparelho de destilacdo, sendo maxima a sua
propor¢do com aquecimento a fogo direto. S&o compostos de aroma penetrante, enjoativo,
considerado indesejavel em bebidas destiladas (LIMA, 1964).

A colheita dos colmos de cana-de-agucar ap6s a queima das folhas pode influenciar na
producéo de furfural (MASSON et al., 2007). A presenca de agucares residuais ou bagacilho
durante a fermentacao do vinho podera originar furfural e hidroximatilfurfural (HMF), através
das reacOes de catalisacdo, intensificadas pela elevacdo da temperatura e redugéo do pH do
vinho, ocasionando a desidratagdo dos agUcares e hidrolise da celulose, hemicelulose e
pectina, como também outros polissacarideos do bagacilho, seguido da desidratacdo de
hexoses e pentoses (MAIA, 1994).
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2.4.1.5 Acidos organicos

Os acidos organicos sdo formados durante a fermentacdo do mosto, e sua presenca no
destilado pode estar relacionada as boas praticas higiénicas dispensadas durante a producéo da
bebida. O &cido acético e latico geralmente sdo os mais abundantes, e sua producéo é reflexo
da contaminacdo do mosto por bactérias do género Acetobacter e Lactobacillus,
respectivamente (SCHWAN et al., 2001; CARVALHO-NETTO; ROSA; CAMARGO, 2008).

Acidos ndo volateis, como oxalacético, citrico, pirdvico, malico, maléico, dentre outros,
podem ser formados pelo metabolismo normal das leveduras. A transicdo do metabolismo
aerdbio para anaerdbio, durante a fase de crescimento da levedura, pode resultar na formacéo
de &cidos graxos de cadeia curta (MAIA; CAMPELO, 2005). Os &cidos organicos sdo
expressos em acidez total, composta pela acidez volatil e fixa, sendo os acidos organicos
volateis predominantes em bebidas destiladas (JANZANTTI, 2004).

2.4.2 Contaminantes

2.4.2.1 Metanol

O metanol é produzido pela degradacdo da pectina, caracterizada pela unido de varias
moléculas de acido galacturdnico, com fragmentos de metanol em sua estrutura. Em
fermentaces alcodlicas, o metanol € liberado através de reacdes de hidrolise &cida e
enziméatica (MAIA; PEREIRA; SCHWABE, 1994).

No organismo humano o metanol é oxidado a &cido formico e posteriormente a gas
carbdnico, provocando acidose grave (diminui¢cdo do pH sanguineo), afetando o sistema

respiratorio, podendo levar ao coma e até mesmo a morte (MAIA, 1994).

2.4.2.2 Cobre

Os aparelhos de destilacdo (alambiques) utilizados para producdo de cachacga séo
normalmente construidos de cobre. Durante a destilacdo do vinho ou quando o alambique n&o
se encontra em funcionamento, podera ocorrer oxidacdo do cobre com consequente formacéo
de azinhavre (CuCOj3,Cu(OH);). A contaminacdo da cachaca pelo cobre ocorre atraves do
arraste de carbonato de cobre pelos vapores alcodlicos acidos produzidos na destilagdo
(BOZA; HORII, 1998).
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A utilizacdo de superficies de cobre na destilacdo do vinho é importante, pois o cobre é
um catalisador quimico, responsavel pela elimina¢do de substancias (compostos sulfurados)
sensorialmente desagradaveis (CARDOSO et al.,, 2003; NASCIMENTO et al., 1998).
Entretanto, os niveis de cobre podem ser reduzidos com a limpeza apropriada do alambique,
ou pela filtragdo do destilado em filtros de resina de troca i6nica ou de carvéo ativado (LIMA
et al., 2006).

2.4.2.3 Carbamato de etila

O carbamato de etila ou uretana (C,HsCOONH,) pode ser encontrado em alguns
alimentos e bebidas produzidos através do metabolismo microbiano (OUGH, 1976, apud
ALCARDE; SOUZA; BORTOLETTO, 2012), sendo considerado potencialmente
carcinogénico (ZIMMERLI; SCHLATTER, 1991). As caracteristicas do produto, os métodos
de processamento e a disponibilidade de precursores na matéria-prima, sao fatores que
regulam os mecanismos de formagéo deste composto (WEBER; SHARYPOV, 2009).

Ough, Crowell e Mooney (1988), demonstraram que a formacdo do carbamato de etila
ocorre por meio do metabolismo das leveduras durante o processo fermentativo, através do
acumulo de ureia (precursor), resultante da degradacdo da arginina residual. O arraste de
precursores nitrogenados durante a destilagdo do vinho, favorecem a formacao de carbamato
de etila no destilado (BRUNO et al., 2007).

O carbamato de etila possui maior solubilidade em etanol (1,2 g.mL™) do que em agua
(0,10 g.mL™), portanto sdo encontrados em maiores concentracies na fracdo “cabega”,
seguido das fracdes coracdo e cauda da cachaca (ANDRADE SOBRINHO et al., 2009).

lida et al. (2006) citam que a formacdo de carbamato de etila é favorecida durante o
armazenamento da cachaga, através da reacdo entre o etanol e a ureia formada pela
degradacdo de precursores nitrogenados (arginina, ornitina e citrulina). Weber e Sharypov
(2009) verificaram que a formagéo de carbamato de etila em bebidas alcodlicas, pode ocorrer
também, através de reacdes entre o etanol e diferentes precursores nitrogenados, tais como
fosfato de carbamila e cianeto.

Labanca, Gldria e Afonso (2008), verificaram que 35% das amostras de cachaga
coletadas em diferentes regides do Estado de Minas Gerais encontravam-se com teores de
carbamato de etila entre 500 e 1000 pg.L™* e 12% com teores 10 vezes superior ao

estabelecido pela Legislacdo. Bruno et al. (2007), determinaram a concentragéo de carbamato
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de etila em 28 amostras de destilados no estado do Rio de Janeiro, e constataram que 45%
possuiam niveis superiores ao estabelecido pela Legislacdo vigente.

O armazenamento dos colmos de cana-de-acUcar pode contribuir com alteracbes na
qualidade tecnoldgica e microbioldgica do caldo. Assim, a presente pesquisa teve o objetivo
de avaliar as consequéncias do armazenamento dos colmos de cana sobre a qualidade do
caldo e, seus reflexos na condugéo dos processos fermentativos e na formagéo dos compostos

quimicos que caracterizam a cachaca.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Instalacdo e conducéo do experimento

O experimento foi instalado no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do
Tridngulo Mineiro (IFTM), campus Uberaba/MG, na safra 2014/2015. Para condugédo do
experimento utilizou-se cana-de-acUcar instalada em area de quarto corte, variedade SP 71-
1406 (ciclo meédio), cultivada em Latossolo Vermelho distréfico, sem problemas
fitossanitario, colhida manualmente, sem queima da palha e despontada.

As analises microbioldgicas e tecnoldgicas do caldo e do processo fermentativo foram
realizadas nos laboratérios de bromatologia e microbiologia do IFTM e as analises quimicas
da cachaca no laboratério do setor de Acucar e Alcool do Departamento de Agroinddstria,
Alimentos e Nutri¢do da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” ESALQ/USP.

A temperatura e umidade relativa do ambiente de armazenamento dos colmos de cana
foram determinadas através de termémetro com medidor de umidade relativa do ar, com

leituras efetuadas no periodo da manha e tarde.

3.2 Armazenamento dos colmos de cana e extracédo do caldo

As coletas dos colmos industrializaveis foram realizadas em trés repeti¢fes, durante 0s
meses de agostos e setembro de 2014, na Fazenda Tamboril, localizada na rodovia MG — 190
km 12, Municipio de Uberaba/MG. Para composi¢do dos tratamentos, quarenta colmos de
cana recém cortados (por tratamento) foram armazenados por periodos de 0, 24, 48, 72 e 96
horas, para cada ciclo fermentativo, em local protegido de chuvas e raios solares, a
temperatura e umidade relativa ambiente.

O caldo foi extraido em moenda convencional, marca VM, mod. 9% x 14 (Figura 4), em
intervalos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas para cada ciclo fermentativo. Imediatamente apds a
extracdo, o caldo foi filtrado para retencdo de impurezas minerais e bagacilho e, encaminhado
ao laboratorio do IFTM para determinacdo das caracteristicas tecnologicas e microbioldgicas

e conducéo dos processos fermentativos.
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Figura 4 - Moenda utilizada para extragdo do caldo de cana

3.2.1 Avaliag0es das caracteristicas tecnoldgicas do caldo

O Brix e a Pol foram determinados segundo Consecana (2006), e a Pureza aparente do
caldo através do calculo (Pol x 100/Brix). O pH foi determinado por leitura direta em medidor
digital Tekna T — 1000, com temperatura corrigida em 25°C. Os acgucares redutores (AR) e 0s
acucares redutores totais (ART) foram dosados pelo método volumétrico de Lane e Eynon
(1934). A acidez total foi determinada de acordo com Copersucar (2001), através da titulacéo
do caldo em agitacdo com NaOH padrdo 0,05N, com leitura expressa em gH,SO..L™" de

caldo.

3.2.2 Avaliacdes das caracteristicas microbiologicas do caldo e do fermento

Para contagens de bactérias lacticas utilizou-se 0 meio MRS Agar (Man, Rogosa e
Sharp - peptona 1%, extrato de carne 1%, extrato de levedura 0,5%, glicose 2%,
hidrogenofosfato de potassio 0,2%, tween 80 1%, citrato de diamdnio 0,2%, acetato de sodio
0,5%, sulfato de magnésio 0,02%, sulfato de manganés 0,005%, agar 2%) (CECCATO-
ANTONINI, 2010), sob cultivo aerébico em placas com camada de meio solido, adicionada
sobre a amostra inoculada.

A quantificacdo de leveduras foi realizada utilizando-se o meio WLN (Wallerstein
Laboratories Nutrient Agar - glicose 5%, KH,PO, 55mg, KCI 42,5mg, CaCl,.2H,0 12,5mg,
MgSQO,.7H,O 12,5mg, FeCl3.6H,0 0,259, MnSO,4.4H,0 0,25¢g, extrato de levedura 0,4%,
caseina 0,5%, verde de bromocresol 2,2mg, agar 2%, agua destilada 1000mL) (GREEN;
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GRAY, 1950, modificado por OLIVEIRA; PAGNOCA, 1988) com adi¢do dos antibidticos
ampicilina e &cido nalidixico (100mg/L cada).

Para quantificacdo de leveduras ndo pertencentes a espécie Saccharomyces, empregou-
se 0 meio WLD (WLN + actidione — adicdo de actidione na forma de solucao, ao meio WLN,
para uma concentracdo final de 5 ppm) (WALTERS; THISELTON, 1953, modificado por
MORRIS; EDDY, 1957 apud CECCATO-ANTONINI, 2010).

As contagens de leveduras Saccharomyces ndo-cerevisiae e ndo Saccharomyces foi
realizada em meio LWYM (Lin Wild Yeast Medium — extrato de malte 0,2%, extrato de
levedura 0,4%, peptona 0,2%, glicose 1%, fosfato de potassio bibasico 0,1%, cloreto de
amonio 0,05%, cristal violeta 0,0006%, mistura fucsina-sulfito 0,01%, agar 2%, ampicilina e
acido nalidixico (100mg/L cada) (CECCATO-ANTONINI, 2010).

Para micro-organismos totais empregou-se o0 meio PCA (Plate Count Agar — peptona de
caseina 0,5%, extrato de levedura 0,25%, glicose 0,1%, agar 2%), conforme descrito por
Ceccato-Antonini, 2010.

Para a quantificacdo de micro-organismos no caldo, foram utilizadas duas placas para
cada meio, com diluicSes seriadas de 10™ e 10 para os meios MRS e WLD, 107 e 10 para
0s meios WLN e LWYM e 10 e 10 para 0 meio PCA. As placas foram incubadas em estufa
tipo B.O.D. com controle de temperatura a 32°C por aproximadamente trés dias.

As caracteristicas microbioldgicas do fermento foram determinadas utilizando-se duas
placas para cada meio, com diluicdo seriada de 10° e 10 para o meio MRS, 10° e 10 para
0s meios WLN e PCA, 10° e 10, para o meio LWYM e 10* e 102 para 0 meio WLD. As
placas foram incubadas em estufa tipo B.O.D. com controle de temperatura a 32°C por

aproximadamente trés dias.

3.3 Preparo do mosto e conducéo do processo fermentativo

O caldo de cana filtrado foi submetido ao preparo do mosto, visando a padronizacao da
concentracdo de solidos soluveis totais para 16°Brix, através da adi¢cdo de agua destilada.

As fermentagdes foram conduzidas em batelada, com recuperacdo do fermento por
decantacéo, durante cinco ciclos fermentativos, utilizando-se cinco dornas de ago inoxidavel
de fundo conico, com capacidade total de 22L e volume de trabalho de 14L (Figura 5). O

microrganismo utilizado para o desenvolvimento do processo fermentativo foi o fermento
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comercial prensado (marca ltaiquara), constituido por 30 g.L™ de células de Saccharomyces
cerevisiae (10’ UFC.mL™), com viabilidade celular média de 97,8%.

Em cada tratamento foram adicionados 14L de mosto a 16°Brix, preparados com caldo
de colmos de cana armazenados por periodos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas (tratamentos). O
mosto foi adicionado ao processo em duas alimentacdes de 7,0L, com adigdo da segunda
alimentacdo ap6s 60 minutos de inicio da fermentacdo. Ao término de cada ciclo (24 — 30h),

quando o Brix final encontrava-se igual a zero, aguardou-se a decantacdo do fermento para

separacao do vinho e reaproveitamento do indculo (sem tratamento prévio).
I

Figura 5 - Dornas de aco inoxidavel utilizadas para fermentagdo do mosto

3.3.1 Andlises microbiolégicas do vinho

Para avaliagdo do processo fermentativo, através das analises de viabilidade, foi retirada
uma aliquota do vinho no inicio do processo (30 minutos ap6s a Ultima alimentacdo da dorna),
com contagens de células em Céamara de Neubauer (SILVA et al., 2003). Os parametros
microbioldgicos avaliados foram: viabilidade celular de leveduras, viabilidade de brotos e

indice de brotamentos, calculados através das seguintes formulas:

= Viabilidade Celular % = células vivas x 100/células vivas + mortas
= Viabilidade de Brotos % = brotos vivos x 100/ brotos vivos + mortos

= indice de Brotamentos % = brotos vivos x 100/ células vivas + mortas
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3.3.2 Analises tecnoldgicas do vinho

O final das fermentac6es foi determinado com o auxilio de um densimetro de Brix. O
vinho foi submetido a quantificagdo do teor alcodlico em densimetro digital (SILVA et al.,
2003), pH por leitura direta em medidor digital Tekna T — 1000, acidez total (gH,SO4.L™)
através da titulacdo do vinho em agitacdo com NaOH padréo 0,05N (COPERSUCAR, 2001),

e acUcares redutores residuais totais (ARRT) pelo método de Lane e Eynon (1934).

3.4 Destilacao do vinho

Apo6s conclusdo do processo fermentativo, os vinhos provenientes do 1°, 3° e 5° ciclo
fermentativo foram destilados em alambique simples, com caldeira, capitel, alonga e
condensador de cobre (Figura 6). O alambique possui sistema de aquecimento a gas e caldeira
com capacidade Util de 13 litros de vinho. Ap0s separacao da fracdo cabeca, correspondente a
2% do volume de vinho, a fracdo coracdo do destilado foi coletada e padronizada com
graduagéo alcodlica de 40% v.v™*, e entdo armazenada em recipiente de vidro dmbar. A fracéo
cauda ndo foi recolhida, permanecendo na vinhaga.

Para avaliagdo dos compostos quimicos dos destilados foram utilizadas amostras
compostas, resultantes da 1° e 2° repeticdo de cada tratamento, segundo os procedimentos
oficiais estabelecidos pela legislacdo vigente (BRASIL, 2005b). Foram quantificadas as
concentracOes de aldeidos, ésteres, furfural, alcoois superiores, acido acético, metanol, cobre e

carbamato de etila.

Figura 6 - Destilador de cobre utilizado para destilacdo do vinho
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3.4.1 Cromatografia gasosa com detector de ionizacao de chamas (GC-FID)

Por cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo de chamas (GC-FID),
foram analisados os teores de acetaldeido, acetato de etila, n-propanol, isobutanol, alcool
isoamilico, furfural, &cido acético e alcool metilico da fracdo coracdo da cachaca. As anélises
foram realizadas em cromatografo a gas Shimadzu modelo QP-2010 PLUS, com coluna
Stabilwax-DA (Crossbond Carbowax polietilenoglicol esterificada, 30 m x 0,18 mm x 0,18
pum) e detector de ionizacdo de chama (FID = Flame ionization detection). As temperaturas do
detector e do injetor foram fixadas em 250°C e 0 modo de inje¢cdo automatico com divisdo de
fluxo (split) de 1:25 com um volume de injecdo de 1,0 uL da amostra, em triplicata. O fluxo
do gas de arraste na coluna (H,) foi de 1,5 mL.min™ com fluxo total de 42 mL.min™ e pressio
de 252,3 KPa. A programacdo da rampa de temperatura da coluna foi: 40°C (isoterma de 4
min), aumento até 120°C a uma taxa de 20°C.min™ (isoterma de 1 min) e aumento a
30°C.min™" até 180°C (isoterma de 4 min).

3.4.2 Cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotdmetro de massa (GC-MS)

A andlise de carbamato de etila foi realizada ap6s 72 horas de destilacdo da amostra,
uma vez que este composto é formado entre 24 e 48 horas apos a destilacdo (RIFFKIN et al.,
1989; AYLOTT et al., 1990). Todas as amostras foram analisadas com filtracdo prévia em
filtro de membrana de PVDF em cromatografo gasoso (GC) acoplado a um espectrofotdmetro
de massa (MS), modelo GCMSQP2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japan), utilizando elétrons de
impacto ionizante com energia de 70 eV e uma coluna capilar cromatografica de fase polar
(propileno glicol esterificado, HPFFAP; 50 m x 0.20 mm x 0.33 um de filme de espessura em
fase estacionaria). As temperaturas de interface do injetor e detector foram de 230 e 220°C,
respectivamente. As seguintes temperaturas foram programadas: iniciando com 90°C por 1
min, aumentando para 150°C a uma taxa de 10°C.min*, seguindo por aquecimento até 230°C
a uma taxa de 30°C.min™, e permanecendo nesta temperatura por 2 min. Um volume de 1,0
puL foi injetado utilizando-se um injetor modelo splitless, em duplicata. O gas Hélio foi
utilizado na conducéo a uma taxa de fluxo de 1.2 mL.min™". Foi empregado monitoramento de
ion selecionado, monitorando 0 m/z 62 ions para carbamato de etila, utilizado como padrédo
interno (RECHE et al., 2007; CLEGG; FRANK, 1988). A quantificacdo foi realizada através

de comparagdes com resultados cromatogréficos de amostras com curva analitica obtida
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utilizando-se uma solucgéo estoque de carbamato de etila, com concentracdo entre 50 e 500
Hg.L™ (sem padrdo interno).

3.4.3 Teor de cobre na cachaca

A determinagdo do teor de cobre das amostras de cachaga foi realizada em
espectrofotbmetro de absorcdo atdmica, conforme metodologia oficial para andlise de
aguardente e cachaca (BRASIL, 2005b).

3.5 Analise estatistica

Os parametros tecnologicos e microbiologicos do caldo e do processo fermentativo
foram analisados em delineamento experimental em blocos casualizados, em esquema fatorial
5 x 5, com trés repeti¢cdes. O primeiro fator foi os tempos de armazenamento dos colmos de
cana pos-colheita (0, 24, 48, 72 e 96 horas), e 0 segundo fator correspondeu aos processos
fermentativos conduzidos durante cinco ciclos (1°, 2°, 3°, 4° e 5° ciclos).

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia pelo Teste F e a comparacgao
entre médias realizadas pelo teste de Tukey (P=0,05) (BANZATTO; KRONKA, 2006), sendo
os dados das contagens de micro-organismos transformados em logaritmo (Logao).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Qualidade dos colmos de cana colhidos e armazenados

4.1.1 Caracteristicas do ambiente de armazenamento da cana

O presente estudo foi realizado na safra 2014/2015. Os colmos de cana foram
armazenados sob condicdes de temperatura e umidade relativa ambiente, protegidos de
chuvas e raios solares (Figura 7). Foram registrados os valores médios de temperatura e
umidade relativa do ar, referente ao periodo de realizacdo do experimento. A temperatura
minima e maxima foi de 20 e 32°C, respectivamente, enquanto, a umidade relativa do ar
apresentou médias de 57,6% no periodo da manha e 25,7% a tarde. Durante o periodo de
realizacdo do experimento, observou-se auséncia de chuvas na regido (dados ndo
apresentados).

Verificou-se que este periodo foi caracterizado por elevadas temperaturas e baixa
umidade relativa do ar. Devido aos baixos niveis de precipitacdo pluviométrica na regido, que
refletiram em baixa umidade relativa do ar, podemos constatar que esta condi¢cdo pode
contribuir decisivamente com os processos de transpiracdo dos colmos armazenados. Singh e
Solomon (2003) demonstraram que 0 armazenamento de colmos de cana em temperatura
média de 35,8 e 17,9°C para mé&xima e minima, e umidade relativa maxima e minima de 58 e
19%, respectivamente, resultaram em perdas de peso dos colmos armazenados, além de

promover altera¢Ges na qualidade do caldo extraido.

Figura 7 - Colmos de cana armazenados
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4.1.2 Avaliaces tecnologicas do caldo

Foram detectadas significativas reducfes na qualidade tecnolégica do caldo. Os valores
observados para Brix foram maiores, enquanto a Pol e a Pureza, sofreram reducdes
proporcionais ao periodo de armazenamento dos colmos de cana para tratamentos (Tabela 2;
Figuras 8, 9 e 10). Para os valores de pH n&o foram detectadas diferencas significativas pelo
teste de Tukey para os tratamentos estudados (Tabela 2; Figura 11). Para ciclos, observaram-
se diferencas significativas para a Pureza do caldo entre o 3° e 5° ciclos, enquanto o pH foi

aumentado ao longo dos ciclos (Tabela 2; Figuras 12 e 13).

Tabela 2 — Resultados da analise de varidncia (teste F) e teste de Tukey (5% de
probabilidade) para Brix, Pol, Pureza e pH em caldo de cana colhida e

armazenada

Causas de variagao Brix Pol Pureza pH
%
Tempo de armazenamento (A)
0Oh 20,89D | 20,24A | 96,87A | 5,30A
24 h 21,12CD | 20,39A | 96,58A | 5,27A
48 h 21,32BC | 20,12A | 94,39B 5,30A
72 h 2155AB | 20,20A | 93,76B 5,29A
96 h 21,70A | 19.65B | 90,61C 527A
F 1958 | 8,45 23,600 | 0,35
DMS (Tukey) 0,29 0,38 2,08 0,105
Ciclos (B)
1 21,17A | 19,93A | 94,18AB | 5,15C
2 21,36A | 20,28A | 94,97AB | 5,23BC
3 21.45A | 19,94A | 93,04B | 5,33AB
4 21,33A | 20,22A | 94,82AB | 5,39A
5 21,27A | 20,24A | 9520A | 533AB
F 2036 | 0,02"° 2,78 13,56
DMS (Tukey) 0,29 0,38 2.08 0,102
AXxB 0,33 0,013 2,29 0,41
cVv 1,33 1,84 2.14 1,93

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ™

= ndo significativo; ~ = significativo ao nivel de 5%; = = significativo ao nivel de 1%.
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A analise de regressdo mostrou que a concentracdo de solidos soltveis totais do caldo
(Figura 8) foi aumentada com a extensdo do periodo de armazenamento dos colmos de cana,
com valores mais elevados a partir de 72 horas (R*=0,9956). Bhatia et al. (2009), encontraram
maiores concentracdes de sélidos soluveis totais no caldo e reducdo na porcentagem de
extracdo, quando colmos de cana foram armazenados por 12 dias, associando o fato, a perda
de umidade e consequente elevacdo em sua viscosidade.

A perda de peso pela desidratacdo dos colmos tem inicio logo apds a colheita e se
intensifica com a extensdo do tempo entre corte e processamento da matéria-prima
(SOLOMON et al., 2009). Embora este estudo ndo tenha avaliado o contetido de umidade e o
rendimento de extracdo dos colmos de cana colhidos e armazenados, podemos constatar que o
aumento da concentracdo de solidos sollveis no caldo, esta associado com a perda de
umidade dos colmos, decorrentes dos mecanismos de transpiracdo da cana, intensificados

pelas elevadas temperaturas e baixa umidade relativa existentes no ambiente de

armazenamento.
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Figura 8 - Concentracédo de sélidos sollveis totais em caldo de cana colhida e armazenada.

A porcentagem aparente de sacarose foi significativamente reduzida nos colmos de cana
armazenados por 96 horas (Figura 9). Essa reducéo pode estar associada a producdo de acidos
organicos e ao crescimento microbiano na matéria-prima armazenada, 0s quais podem
contribuir com a inversdo da sacarose em acUcares redutores, implicando em menor
disponibilidade de sacarose no caldo.

Verma et al. (2012), verificaram que o aumento da atividade de invertases favoreceram

0s processos de inversdo da sacarose, resultando em reducdo na sua concentracdo, quando



50

colmos de cana foram armazenados por periodos de 24 — 120 horas. Durante 0
armazenamento, parte da sacarose € hidrolisada, aumentando o conteido de hexoses que serdo
utilizadas na respiracdo e outros processos fisioldgicos da cana. Assim, a respiracdo e a
formacgdo de produtos intermediarios devem ser a causa primaria de reducdo da sacarose
através da atividade hidrolitica das invertases (MAO; QUE; WANG, 2006).

Assim, sugere-se a hipotese que, a atividade enzimatica e microbiana foram as causas
primarias de reducdo do conteldo de sacarose, que refletiram no comprometimento da
estabilidade fisiologica da cana, desviando parte da sacarose armazenada aos processos

respiratdrios e crescimento microbiano.
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Figura 9 - Porcentagem aparente de sacarose em caldo de cana colhida e armazenada.

A Pureza é um parametro que representa a concentracdo total de sacarose por unidade
de solidos sollveis totais. Podemos verificar através da Figura 10, a ocorréncia de reducdo na
Pureza do caldo, proporcional ao periodo de armazenamento dos colmos de cana. Os maiores
niveis de agUcares redutores e acidez, e a consequente diminui¢do na porcentagem aparente de
sacarose, provavelmente contribuiram com a menor disponibilidade de sacarose nos sélidos
soluveis, refletindo em reducédo da Pureza do caldo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Rakkiyappan et al. (2009), que
verificaram reducdo na porcentagem aparente de sacarose e na Pureza do caldo, quando
colmos de cana foram armazenados, evidenciando que a cana deve ser processada dentro de

no maximo 24 — 48 horas, visando a maxima recuperacdo da sacarose.
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Figura 10 - Porcentagem de Pureza para caldo de cana colhida e armazenada.

O pH do caldo ndo foi alterado com a extensdo do periodo de armazenamento dos
colmos de cana (Figura 11). Provavelmente, a reduzida contagem bacteriana na matéria-prima
armazenada contribuiu com valores estaveis de pH do caldo. Diferentemente deste estudo,
Krishnakumar, Thamilselvi e Devadas (2013), observaram aumento nos niveis de acidez
titulavel e consideraveis reducdes no pH do caldo, quando colmos de cana foram
armazenados a temperatura de 30°C. Estes autores associaram o fato, a producdo de acido

latico e acético por bactérias.
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Figura 11 - Valores médios de pH para caldo de cana colhida e armazenada.
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A interagdo entre tratamentos e ciclos para a Pol e Pureza do caldo, demonstrou uma
reducdo destes parametros no 3° ciclo para colmos de cana ndo armazenados, enquanto no 5°
ciclo, essa reducdo foi significativa para colmos armazenados por 48 horas (Figuras 12 e 13).
Provavelmente, as caracteristicas intrinsecas da cana-de-acUcar neste periodo de coleta,
refletiram em alteracGes na qualidade do caldo para estes tratamentos, entretanto ndo foram
verificadas alteragdes substanciais dos pardmetros tecnoldgicos do caldo para os demais

ciclos.
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Figura 12 - Desdobramento da interacdo entre tratamentos e ciclos para a porcentagem aparente de sacarose do
caldo ao longo dos ciclos fermentativos. Letras maitsculas comparam médias entre ciclos com mesmo
tratamento. Letras minasculas comparam médias entre os tratamentos de cada ciclo
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Figura 13 - Desdobramento da interacdo entre tratamentos e ciclos para a porcentagem de Pureza do caldo ao

longo dos ciclos fermentativos. Letras maiGsculas comparam médias entre ciclos com mesmo
tratamento. Letras mindsculas comparam médias entre os tratamentos de cada ciclo
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Como se pode verificar, houve efeitos significativos nos parametros tecnologicos do
caldo durante o armazenamento da cana (Tabela 3; Figuras 14, 15 e 16). Os resultados
observados para acidez total, acucares redutores (AR) e acucares redutores totais (ART),
demonstram que o armazenamento dos colmos de cana por periodos superiores a 48 horas

proporcionou maiores valores de AR e acidez e menores médias para ART.

Tabela 3 - Resultados da andlise de variancia (teste F) e teste de Tukey (5% de
probabilidade) para acidez total (gH,SO..L™), actcares redutores (AR) e aclcares
redutores totais (ART) em caldo de cana colhida e armazenada

Causas de variacao Acidez AR ART
(gH2S04.L™Y) (%) (%)
Tempo de armazenamento (A)
Oh 0,75C 0,31B 20,25A
24 h 0,79BC 0,35B 20,14A
48 h 0,88AB 0,49B 18,77B
72 h 0,91A 0,97A 18,20B
96 h 0,96A 1,58A 17,46C
F 10,85 56,88 4378
DMS (Tukey) 0,102 0,287 0,74
Ciclos (B)
1 0,84A 0,66A 18,61A
2 0,84A 0,68A 18,92A
3 0,86A 0,70A 19,18A
4 0,87A 0,83A 19,08A
5 0,88A 0,83A 19,03A
F 063" 1,39™ 1,40
DMS (Tukey) 0,102 0,287 0,74
AxB 0,31 0,64 0,99™
CV 11,44 37,4 3,75

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ™ =
ndo significativo; ~ = significativo ao nivel de 5%; ~ = significativo ao nivel de 1%.

Para a acidez total do caldo, foram observados maiores niveis a partir de 72 horas de
armazenamento (Figura 14). Resultados semelhantes foram demonstrados por Mao, Que e
Wang (2006), ao verificarem aumento na acidez titulavel do caldo, proporcional a elevacéo da

temperatura e do periodo de armazenamento da cana. Verma et al. (2012) também observaram
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maiores valores de acidez no caldo, quando colmos de cana foram armazenados a temperatura
de 35 —40°C durante 0 e 120 horas, independentemente da variedade estudada.

O parametro acidez total indica a quantidade de acidos presentes no caldo e pode
sinalizar a deterioracdo ou ainda se a cana-de-agucar encontra-se em processo de crescimento
vegetativo (MADALENO, 2006). Provavelmente, 0 armazenamento intensificou as alteracdes
fisiologicas nos colmos de cana, contribuindo com o aumento dos processos respiratorios,
além de proporcionar condicdes favoraveis ao crescimento bacteriano, elevando a producéo
de &cidos organicos na matéria-prima.

Convém também ressaltar que a relacdo entre nimero de bactérias e producdo de acidos
pode ndo ser direta, uma vez que a producdo desses compostos ocorre em funcdo das

concentracdes e espéecies de bactérias presentes no substrato (VENTURA, 2007).
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Figura 14 - Niveis de acidez total (gHZSO4.L'1) em caldo de cana colhida e armazenada.

Foram observadas alteracdes nas concentrac6es de agucares redutores do caldo, durante
o0 periodo de armazenamento dos colmos de cana, com maiores valores a partir de 72 horas
(Figura 15). A extensdo do periodo de armazenamento dos colmos sobre elevadas
temperaturas e baixa umidade relativa, podem ser considerados fatores primordiais aos
processos de inversdo da sacarose, inicialmente ocasionadas pela atividade de invertases
enddgenas, e posteriormente agravadas pela acdo de invertases microbianas.

Solomon et al. (1990) apud Solomon et al. (2009), encontraram aumento nos niveis de
acucares redutores no caldo, proporcionais a elevacdo da atividade de invertases na cana
armazenada por periodos superiores a 72 horas. Segundo Bathia et al. (2009) e Verma et al.

(2012), a sacarose torna-se mais susceptivel aos processos de inversdo sob condigdes de
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elevadas temperaturas de armazenamento, resultando em acréscimo nos niveis de aglcares
redutores e reducdo na porcentagem de sacarose no caldo.

Invertases endogenas sao ativadas imediatamente apds a colheita, devido a rapida perda
de umidade, decorrentes das alteracbes nos mecanismos de controle fisiologicos e
bioguimicos da planta (EGGLESTON; LEGENDRE, 2003).

Verificou-se no presente estudo, uma correla¢do positiva entre os niveis de acidez e a
porcentagem de acgucares redutores no caldo, apds 72 horas de armazenamento. Embora, esta
pesquisa ndo tenha avaliado a atividade enzimatica, acredita-se que os maiores indices de
acidez e a perda de umidade dos colmos, favoreceram a atividade de invertases acidas, que em
conjunto com as enzimas de origem microbiana, intensificaram os processos de inverséo da

sacarose nos colmos de cana armazenados.
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Figura 15 - Porcentagem de agUcares redutores em caldo de cana colhida e armazenada.

Os resultados obtidos e submetidos a analise de variancia para agtcares redutores totais
do caldo, indicaram diferencas significativas (P<0,01), com reducdes expressivas durante o
armazenamento da cana (Tabela 3; Figura 16). O decréscimo na concentracdo de agucares
redutores totais e na porcentagem aparente de sacarose demonstra que, parte dos agucares da
matéria-prima armazenada foi constantemente utilizada na manutencdo do seu estado
fisiolégico e outra parte destinada ao desenvolvimento de micro-organismos. Tal fato pode ser
comprovado, pelos maiores niveis de acidez total e agUcares redutores na cana armazenada.

Mao, Que e Wang (2006) evidenciaram que durante o armazenamento da cana-de-
acucar, fontes de carbono originadas de moléculas de sacarose sdo redirecionadas para

formacdo de acucares redutores e acidos organicos, utilizados como substrato aos processos
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respiratérios. Os micro-organismos presentes na cana-de-agUcar, também utilizam o0s
carboidratos disponiveis como fonte de energia para seu crescimento e metabolismo,

reduzindo inevitavelmente o contetido de carboidratos (SUMAN et al., 2000).
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Figura 16 - Porcentagem de agUcares redutores totais em caldo de cana colhida e armazenada.

4.1.3 Avaliagdes microbioldgicas do caldo

Para as analises microbioldgicas do caldo, observaram-se diferencas significativas do
Teste F para as contagens de micro-organismos cultivados em meio MRS, WLN e WLD
durante o armazenamento dos colmos. As contagens de micro-organismos totais (PCA) e
Leveduras ndo-Saccharomyces e ndo-Saccharomyces cerevisiae (LWYM) néo diferiram
estatisticamente pelo teste de Tukey para os tratamentos avaliados (Tabela 4).

Durante os ciclos fermentativos, verificou-se um aumento nas contagens de micro-
organismos em meio PCA, WLN, WLD e LWYM, diferindo estatisticamente pelo teste de
Tukey (P=0,05) (Tabela 4).

Uma diversidade de micro-organismos pode ser encontrada na cana-de-agucar, sendo o
grau de contaminacdo dependente da sanidade da cultura, das praticas de colheita, da
temperatura e das condigdes de armazenamento (JAMES; OLIVARES, 1997; TAIZ;
ZEIGER, 2004; WATT; CRAMER, 2009). No presente estudo verificou-se a grande
variabilidade de micro-organismos existentes na cana colhida e armazenada, provavelmente

influenciada pelas caracteristicas intrinsecas da matéria-prima e condi¢Ges de armazenamento.
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Tabela 4 — Resultados da analise de variancia (teste F) e teste de Tukey (5% de probabilidade)
para as contagens de micro-organismos no caldo (UFC.mL™), sobre cultivo em
meio PCA, MRS, WLN, WLD e LWYM

Causas de variacao PCA MRS WLN WLD LWYM
Tempo de armazenamento (A)
Oh 5,35A 3,22B | 4,03AB | 3,95A 3,72A
24 h 5,39A 3,28B 397B | 3,88AB | 3,76A
48 h 543A | 340AB | 3,97B | 3,76AB | 3,79A
72h 5,39A 3,60A 4,01B 3,73B 3,79A
96 h 5,40A 3,63A 420A | 3,75AB | 3,84A
F 1,03"° 7.26 459" 3,55 0,66"°
DMS (Tukey) 0,112 0,27 0,18 0,21 0,214
Ciclos (B)
1 5,23C 3,33A 3,93B 3,75B 3,66B
2 528BC | 3,42A | 4,04AB | 3,79AB | 3,82AB
3 5,37B 344A | 403AB | 3,74B | 3,76AB
4 5,58A 3,44A 3,98B | 3,81AB | 3,76AB
5 5,50A 3,50A 4,20A 3,98A 3,92A
F 28,627 | 0,76 527 3,53 3,06
DMS (Tukey) 0,112 0,27 0,18 0,21 0,214
AXB 1,80 0,36 1,31 | 153%™ | 1,34™
CV 2,01 7.83 4,25 5,24 5,48

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ™ = néo
significativo; ~ = significativo ao nivel de 5%; = = significativo ao nivel de 1%; PCA = micro-organismos
totais (10°UFC.mL™); MRS = bactérias laticas (10°UFC.mL™); WLN = leveduras totais (10°UFC.mL™);
LWYM = leveduras ndo-Sacharomyces e nao-

WLD = leveduras nido-Saccharomyces (10°UFC.mL™);
Sacharomyces cerevisiae (10°UFC.mL™%).

Para as contagens de micro-organismos totais em caldo diluido a 10 e inoculado em

meio PCA, ndo houve diferencas significativas ao longo do periodo de armazenamento dos

colmos de cana para tratamentos (Figura 17).

Um nudmero consideravel de micro-organismos podem se desenvolver, quando o0s

mecanismos de manutencdo celular sdo interrompidos em decorréncia da colheita. Esta
situacdo pode ser agravada com a extensao do periodo entre colheita e processamento da cana.

Neste estudo, podemos verificar a existéncia de um equilibrio entre o crescimento de
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bactérias, fungos e leveduras na matéria-prima, resultando em contagens de microrganismos

totais constantes durante o armazenamento da cana.
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Figura 17 - Contagem padr&o de micro-organismos totais (UFC.mL™) em caldo de cana colhida e armazenada.

Podemos verificar que o nimero de bactérias laticas no caldo diluido a 10, sob cultivo
em meio MRS, aumentou significativamente com a extensdo do periodo de armazenamento,
com multiplicagcdo mais intensa a partir de 48 horas (Figura 18). Embora a concentracdo de
bactérias laticas na matéria-prima armazenada esteja a niveis relativamente baixos, verificou-
se que estes micro-organismos encontraram condicdes favoraveis ao seu desenvolvimento,
devido as caracteristicas adequadas da matéria-prima.

Suman et al. (2000), verificaram que o armazenamento da cana durante 10 dias a
temperatura de 20 — 25°C, proporcionaram condi¢Ges adequadas ao desenvolvimento de
diferentes col6nias de bactérias, resultando em consumo de carboidratos, elevagdo nos niveis
de acucares redutores e reducdo do pH do caldo. Assim, verificou-se que mesmo em baixas
concentragcOes, as bactérias laticas contribuiram com a menor qualidade tecnoldgica dos

colmos de cana armazenados por periodos superiores a 48 horas.
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Figura 18 - Bactérias laticas (UFC.mL™) em caldo de cana colhida e armazenada.

Os resultados da analise de variancia para o plaqueamento do caldo diluido a 10 em
meio WLN, demonstraram diferencas significativas entre tratamentos, com maiores contagens
nos periodos de 0 e 96 horas de armazenamento. Observou-se que entre os periodos de 24 e
72 horas a concentracdo de leveduras totais se manteve menor e constante, com aumento
significativo ap6s 96 horas (Figura 19).

Krishnakumar, Thamilselvi e Devadas (2013) e Yusof, Shian e Osman (2000),
verificaram que as contagens de leveduras no caldo foram significativamente aumentadas
apos o 6° dia de armazenamento da cana a temperatura proxima de 30°C. Os resultados do
presente estudo demonstraram que a populacdo de leveduras naturais se manteve constante
durante o armazenamento, sendo posteriormente aumentada ap6s 72 horas. 1sso
provavelmente ocorreu devido a melhor competicdo destes micro-organismos pelos nutrientes
e substratos do meio, proporcionando condigbes favoraveis ao seu crescimento e
multiplicacdo.
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Figura 19 - Leveduras totais (UFC.mL™) em caldo de cana colhida e armazenada.

Para o plagueamento do caldo em meio WLD, diluido a 10" houve diferencas
significativas para tratamentos a nivel de 5% de significancia (Tabela 4; Figura 20).
Observou-se que a concentracdo de leveduras ndo-Saccharomyces foram maiores no caldo
recém-extraido, com consequente reducao ao longo do periodo de armazenamento, entretanto,
apresentou diferencas significativas apenas em canas armazenadas por 72 horas.

Observou-se um declinio na populacgéo de leveduras ndo-Saccharomyces até 72 horas de
armazenamento, e posterior aumento apds este periodo. Possivelmente, estas leveduras se
adaptaram as caracteristicas intrinsecas da cana no decorrer do armazenamento, criando
mecanismos de sobrevivéncia, capazes de se sobressairem perante outros micro-organismos.
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Figura 20 - Leveduras ndo-Saccharomyces (UFC.mL™) em caldo de cana colhida e armazenada.
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Para as amostras de caldo plaqueadas em meio LWYM, diluido a 10 ndo foram
constatadas diferencas significativas para tratamentos (Figura 21). A populacdo de leveduras
ndo pertencentes a espécie Saccharomyces e ndo-Saccharomyces cerevisiae permaneceram
constantes durante o armazenamento dos colmos de cana, mostrando que as espécies do
género Saccharomyces, com excecdo das S. cerevisiae, possibilitaram a manutencdo da

contagem de leveduras em meio LWYM durante o armazenamento.
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Figura 21 - Leveduras ndo-Saccharomyces e ndo-Saccharomyces cerevisiae (UFC.mL™) em caldo de cana
colhida e armazenada.

4.2 Monitoramento do Processo Fermentativo
4.2.1 Caracteristicas microbioldgicas da fermentacao alcotlica

O monitoramento da fermentacdo foi realizado através das analises microbiol6gicas do
vinho, avaliando-se a viabilidade celular, a viabilidade de brotos e o indice de brotamento no
inicio do processo. Para viabilidade celular e de brotos, verificou-se diferencas significativas
pelo teste de Tukey (P=0,05), enquanto os indices de brotamento, embora menores, nédo
diferiram estatisticamente entre si (Tabela 5).

Para ciclos, verificaram-se diferengas significativas, com reducdo em todos os
parametros durante a reciclagem das células. Observou-se também, a existéncia de interagdo
entre tratamentos e ciclos para viabilidade de brotos, indicando que a manutencéo celular foi

comprometida durante os ciclos (Tabela 5).
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Tabela5 - Resultados da andlise de variancia (teste F) e teste de Tukey (5% de
probabilidade) para médias de viabilidade celular, viabilidade de brotos e indice
de brotamento no inicio do processo fermentativo

Causas de variagao

Viabilidade

celular (%)

Viabilidade
de brotos (%)

indice de

brotamento (%)

Tempo de armazenamento (A)

0Oh 96,74A 91,61A 11,13A
24 h 05,09AB 86,64AB 10,01A
48 h 94,89B 82,06BC 8,67A
72 h 93,11C 78,20CD 7.35A
96 h 92,57C 71,52D 8,12A
F 18,85 20,76 2,39"°
DMS (Tukey) 1,66 6,78 3,91
Ciclos (B)
1 96,94A 92,29A 13,11A
2 95,238 86,48A 10,79AB
3 93,31C 78,99B 8,08BC
4 94.46BC 78,258 7.18BC
5 93,37C 74,03B 6,11C
F 13,17 18,54 8,54
DMS (Tukey) 1,66 6,78 3,91
AxB 0,49"° 251 0,261
cV 1,70 8.0 41,79

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ™ = nédo
significativo; ~ = significativo ao nivel de 5%; = significativo ao nivel de 1%.

Para viabilidade celular, verificaram-se menores indices em fermentacfes conduzidas

com mosto de cana armazenada, com reducGes mais significativas em periodos de

armazenamento superiores hd 72 horas (Figura 22). Apesar de reduzida, a viabilidade

permaneceu em niveis superiores a 85%, mesmo assim, evidenciaram-se os reflexos negativos

da qualidade dos colmos de cana armazenados sobre o desempenho da microbiota

fermentativa.

A reducdo da viabilidade celular das leveduras esta associada a diversos fatores, dentre

eles, a disponibilidade de nutrientes e a presenca de contaminantes decorrentes da matéria-

prima deteriorada. Alguns pesquisadores demonstram que, a perda de qualidade da matéria-

prima € um dos principais aspectos responsaveis pela reducdo da viabilidade celular de
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S.cerevisiae em fermentacdes do caldo de cana (GARCIA et al., 2010; RAVANELI et al.,
2011; RAVANELLI et al., 2006).

A presenca de biomoléculas durante as fermentacdes do mosto, com destaque nos
compostos fendlicos, acidos e contaminantes, pode causar estresse nas leveduras (AMORIM,;
BASSO; ALVES, 1996) promovendo alteracdes metabdlicas nas células e inibicdo do
processo fermentativo. A presenca de metabdlitos indesejaveis na cana-de-agucar, associados
a producdo de compostos toxicos durante as fermentacdes, podem comprometer as leveduras,
resultando em perdas de viabilidade e reducdo na eficiéncia industrial (OKOLO;
JOHNSTON; BERRY, 1987).

Acredita-se que a menor qualidade tecnoldgica do caldo, provenientes das alteracfes
fisiolégicas dos colmos de cana armazenados, sdo fatores que podem contribuir com a
elevacdo de contaminantes no fermento reciclado, ocasionando desvios na conducdo do
processo fermentativo, através do comprometimento das leveduras.

A etapa de recuperacdo do fermento, denominada “pé-de-cuba”, € extremamente
importante, pois desta, dependerda o ciclo de fermentacdo posterior. Quando este inoculo
apresenta-se sob condices inadequadas, podemos ter um comprometimento de todo o
processo fermentativo (GONCALVES, 2003).

Verificou-se que a viabilidade celular é um importante parametro para interpretacdo do
comportamento das células em uma determinada condicdo de processo, indicando neste
estudo, que a utilizacdo de matéria-prima armazenada por periodos superiores a 48 horas,
contribui negativamente com a atividade das leveduras em fermentacGes destinadas a
producéo de cachaca.
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Figura 22 - Valores médios de viabilidade celular de leveduras (%) em fermentagfes conduzidas com caldo de
cana colhida e armazenada.



64

Semelhante a viabilidade celular, podemos observar uma reducdo significativa na
viabilidade de brotos em fermentacGes conduzidas com mosto de cana armazenada. No inicio
do processo fermentativo, os indices mantiveram-se sempre a niveis elevados para as
fermentacdes conduzidas com mosto de cana ndo armazenada. A utilizacdo de matéria-prima
deteriorada refletiu consideravelmente na manutencéo de brotos viéveis, alcangando valores
proximos a 70%, quando colmos de cana armazenados por 96 horas foram utilizados no
preparo do mosto (Figura 23).

A reducdo no numero de brotos viaveis pode estar relacionada com o aumento da
populacdo de bactérias e leveduras selvagens no fermento reciclado, e consequente producédo
de acidos organicos, decorrentes dos colmos de cana armazenados. A menor disponibilidade
de acucares na matéria-prima armazenada, também pode ter contribuido com a maior
competicdo pelo substrato do meio, refletindo em condicdes de estresse ao inoculo.

A duracdo da fase lag de crescimento microbiano é proporcional ao aumento da
concentracdo de &cidos fracos, que reflete na capacidade das leveduras em bombear o excesso
de protons requeridos para manutencdo do pH intracelular, responsavel pela regulacdo do
crescimento (LAMBERT; STRATFORD, 1999). Os maiores niveis de acidez podem ter
contribuido com o aumento do periodo de adaptacdo do indculo, as condicGes fisicas e aos
nutrientes do meio, afetando as taxas de crescimento e a velocidade especifica de conversdo

do substrato em biomassa.
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Figura 23 - Valores médios de viabilidade de brotos (%) em fermentacdes conduzidas com caldo de cana colhida
e armazenada.
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Observou-se significativa reducdo na viabilidade de brotos quando se analisou a
reutilizacdo do fermento nos ciclos (Figura 24). As fermentagdes conduzidas com mosto de
cana colhida e armazenada por até 24 horas permitiram uma melhor manutencdo de brotos
viaveis durante os ciclos. Para os demais tratamentos, podemos observar reducdes
significativas, principalmente apds o 3° ciclo, onde foi registrado um decréscimo de 33%, em
fermentagdes do caldo de cana armazenada por 96 horas.

No decorrer dos ciclos as viabilidades de brotos foram reduzidas para os tratamentos
com colmos de cana armazenados, possivelmente pela composicdo do meio em que se
encontrava a levedura ao final do processo. A maior concentragdo de bactérias laticas e
leveduras selvagens nas fermentacfes do mosto, e a consequente elevacdo nos niveis de
acidez, favorecem e facilitam o comprometimento das leveduras ao longo dos ciclos
fermentativos.

Em condi¢bes normais, essa reducdo ocorre, porém sem interferir na conducdo da
fermentacdo e na viabilidade celular das leveduras (MUTTON, 1998). Considerando-se que
as leveduras sao reutilizadas em ciclos fermentativos posteriores, € de extrema importancia a
manutencdo de células e brotos viadveis até o final da fermentacdo, sendo fundamental a
utilizacdo de matéria-prima de qualidade, visando criar um ambiente favordvel ao seu
metabolismo.
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Figura 24 - Desdobramento da interacdo entre tratamentos e ciclos para viabilidade celular de brotos no inicio do
processo fermentativo. Letras mailsculas comparam médias entre ciclos com mesmo tratamento.
Letras mindsculas comparam médias entre os tratamentos de cada ciclo

Embora os indices de brotamento tenham sofrido uma reducdo para tratamentos, nao
foram observadas diferencas significativas pelo teste de Tukey (P=0,05), indicando que

mesmo com a deterioracdo da qualidade do caldo as células de leveduras mantiveram um
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brotamento constante, porém a viabilidade destes brotos ao longo dos ciclos foi
comprometida (Tabela 5; Figura 25). Amorim, Basso e Alves (1996) relatam que a
porcentagem ideal de brotamentos varia entre 5 a 15%, sendo que valores superiores podem

ser indicativos de aumento da temperatura ou baixa manutencéo do fermento nas dornas.

11 ¢
y = 0,0005% - 0,0814x% + 11,335
_ _ R? = 0,9364NS
& 10 ~~ ¢
|
E o
g :
= *
=z
£ 8 —— 2@ ¢
{==]
*
7
o
0 24 48 72 96

Tempo de Armazenamento (h)

Figura 25 - Valores médios de indice de brotamento (%) em fermentacfes conduzidas com caldo de cana colhida
e armazenada.

4.2.2 Caracteristicas microbioldgicas do fermento

Diferengas significativas foram encontradas através da analise de varidncia para as
contagens de micro-organismos no fermento, em meio PCA, MRS, WLN e WLD, enquanto
as concentracoes de leveduras Saccharomyces e ndo-Saccharomyces cerevisiae (LWYM) néo
diferiram estatisticamente para os tratamentos avaliados. Durante a reciclagem de células,
observaram-se reducdes nas contagens de micro-organismos, exceto para a populacdo de
bactérias, que foi aumentada ao longo dos ciclos, principalmente apds o terceiro reciclo
(Tabela 6).
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Tabela 6 — Resultados da analise de variancia (teste F) e teste de Tukey (5% de probabilidade)
para as contagens de micro-organismos no fermento (UFC.mL™), sobre cultivo em
meio PCA, MRS, WLN, WLD e LWYM

Causas de variagao PCA MRS WLN WLD LWYM
Tempo de armazenamento (A)
Oh 8,90A 5,44B 8,94A 3,85C 8,73A
24 h 887A | 555AB | 8,91A | 3,94ABC | 8,79A
48 h 8,89A | 563AB | 8,92A | 3,92BC 8,76A
72 h 8,86A | 569AB | 8,92A | 3,99AB 8,76A
96 h 8,74B 5,78A 8,74B 4,05A 8,73A
F 13,11 240 22,40 557 0,56"°
DMS (Tukey) 0,072 0,33 0,07 0,13 0,15
Ciclos (B)
1 9,00A 4,69C 9,06A 4,32A 9,01A
2 8,97A 5,33B 8,98B 421A | 8,86AB
3 8,81B 5,98A 8,86C 3,77B 8,30B
4 8,76BC | 6,02A 8,80C 3,73B 8,58C
5 8,73C 6,08A 8,73D 3,71B 8,52C
F 4724 51,84 59,21" 88,39 27.26
DMS (Tukey) 0,072 0,33 0,07 0,13 0,15
AXxB 1,68"° 0,15"° 1,09"° 0,47 0,67
CV 0,78 5,78 0,76 3,08 1,71

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ™ = néo
significativo; ~ = significativo ao nivel de 5%; = = significativo ao nivel de 1%; PCA = micro-organismos
totais (10’UFC.mL™); MRS = bactérias laticas (10°UFC.mL™); WLN = leveduras totais (10’UFC.mL™);
WLD = leveduras ndo-Saccharomyces (10°UFC.mL™); LWYM = leveduras ndo-Sacharomyces e nio-
Sacharomyces cerevisiae (10°UFC.mL™).

Os resultados da analise de variancia para o plaqueamento do fermento, diluido a 10°®, e
plagueado em meio PCA, demonstraram diferencas significativas para tratamentos (Figura
26). A populacdo de micro-organismos totais no pé-de-cuba manteve-se praticamente
constante nas fermentagfes conduzidas com mosto de cana armazenada entre 0 e 72 horas,
com reducao significativa para o periodo de 96 horas de armazenamento.

A reducédo na concentracdo de micro-organismos totais no fermento pode ser reflexo da
menor contagem de leveduras durante a recirculacdo de células. Embora a populacdo de
bactérias tenha aumentado, as leveduras encontravam-se em maiores propor¢fes no pé-de-

cuba, predominando nas contagens de micro-organismos cultivados em meio PCA.
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As condigdes de estresse proporcionadas as leveduras, referentes a maior produgédo de
acidos pela utilizacdo de matéria-prima de baixa qualidade, contribuiu com a reducdo da

microbiota fermentativa durante as fermentac6es do mosto.
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Figura 26 - Contagem padré&o de micro-organismos totais (UFC.mL™) reciclados no fermento para tratamentos.

A analise de variancia demonstra que as contagens de bactérias laticas no fermento
diluido a 107, diferiram estatisticamente entre si para os tratamentos estudados (Figura 27).
Verificou-se um aumento significativo na concentracdo de bactérias recicladas com o
fermento, proporcional a extensdo do periodo de armazenamento dos colmos de cana. A
qualidade da matéria-prima empregada no processo contribuiu decisivamente com a elevagéo
da carga de contaminantes durante as fermentagdes do mosto.

Contagens bacterianas entre 10° - 10° UFC.mL™" sdo consideradas elevadas para
fermentagdes alcoolicas, podendo ocasionar complicagbes no processo, resultando em
competicdo entre leveduras e bactérias pelos substratos do meio, produgdo de &cidos
organicos e gomas, reducdo da viabilidade das leveduras e menores rendimentos
(NARENDRANATH et al., 1997; OLIVA-NETO; YOKOYA, 2001).

Embora, os niveis de bactérias no fermento reciclado sejam baixos (10* UFC.mL™),
verificou-se que estes micro-organismos provavelmente contribuiram com a redugdo da
viabilidade das leveduras em fermentacGes conduzidas com colmos de cana armazenados por
72 e 96 horas. A redugdo na viabilidade das leveduras aumentam os riscos de contaminagéo
durante as fermentacfes, devido & presenca de vitaminas e aminoacidos provenientes das

células hidrolisadas, que atuam como fontes de nutrientes para as bactérias (AMORIM, 2005).
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Figura 27 - Bactérias laticas (UFC.mL™) recicladas no fermento para tratamentos.

Para pé-de-cuba diluido a 10° e plaqueado em meio WLN, préprio para o crescimento
de leveduras, a analise de variancia do nimero de UFC.mL™ revelou a existéncia de
diferengas significativas para tratamentos e ciclos (P<0,01) (Tabela 6; Figura 28).

Observou-se um decréscimo na concentracdo de leveduras totais em fermentacGes
conduzidas com mosto de cana armazenada por 96 horas, demonstrando que a deterioragdo da
matéria-prima refletiu em condigBes desfavoraveis ao seu desenvolvimento. A maior
concentracdo de bactérias e leveduras selvagens no fermento reciclado, pode ter ocasionado
estresse ao indculo, reduzindo o nimero de células viaveis, como foi observado quando se
avaliou a viabilidade celular.

Nas fermentacGes destinadas a producdo de bebidas alcodlicas, é interessante a
persisténcia de linhagens de S.cerevisiae ndo somente produtoras de etanol, mas também de
outros compostos, oriundos do metabolismo secundario das leveduras, como glicerol, ésteres,
alcoois, dentre outros (LURTON et al., 1995). A manutencdo de nimeros viaveis de leveduras
durante as fermentacbes € de extrema importancia, visando a producdo adequada dos
compostos quimicos responsaveis pelas caracteristicas aromaticas do destilado. Assim,
verificou-se a importancia da utilizacdo de matéria-prima de qualidade nos processos de

industrializagéo da cachaca.
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Figura 28 - Leveduras totais (UFC.mL™) recicladas no fermento para tratamentos.

A anélise de variancia para as contagens de leveduras ndo-Saccharomyces no fermento
diluido a 10" e plaqueado em meio WLD, revelaram a existéncia de diferencas significativas
para tratamentos e ciclos (P<0,01) (Tabela 6; Figura 29). As concentracfes de leveduras nao-
Saccharomyces no pé-de-cuba, aumentaram significativamente em fermentacdes conduzidas
com mosto de cana armazenada. Para ciclos, observou-se uma reducdo na populacdo destas
leveduras, provavelmente decorrente do reciclo de células.

As fermentacdes conduzidas com mosto de cana armazenada proporcionaram condicfes
mais favoraveis ao metabolismo das leveduras ndo-Saccharomyces. Gabriel et al. (2012),
observaram elevacdo e posterior reducdo no nimero de leveduras selvagens no fermento
natural, e aumento e estabilizacdo no fermento comercial, durante trés ciclos fermentativos.
Estes pesquisadores atribuiram o fato, a introducdo de linhagens selvagens no processo,
decorrentes de novas alimentacdes de caldo.

Embora as contagens destes micro-organismos tenham sido menores na matéria-prima
armazenada, verificou-se que o armazenamento dos colmos de cana, contribuiu com a
elevacdo da populacdo de leveduras ndo-Saccharomyces no fermento reciclado.
Possivelmente, o desenvolvimento destas leveduras foi favorecido pelas caracteristicas
tecnolodgicas da fermentagdo. O comportamento das diferentes espécies de S. cerevisiae e ndo-
Saccharomyces é diretamente afetado pelo substrato, taxa de inoculacdo, espécies de
leveduras e interagéo entre espécies (DUARTE; AMORIM; SCHWAN, 2013).

Oliveira et al. (2004), observaram que as espécies ndo-Saccharomyces podem ocasionar
maior formacdo de &cido acético e glicerol em fermentacdes destinadas & producdo de
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cachaga. Assim, acredita-se que estas leveduras possuem perfil de desenvolvimento favoravel
em ambientes &cidos, evidenciando suas maiores concentra¢cBes nos vinhos com maiores

indices de acidez, provenientes de colmos de cana armazenados.
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Figura 29 - Leveduras ndo-Saccharomyces (UFC.mL™) recicladas no fermento para tratamentos.

Para as contagens de leveduras no fermento diluido a 10™ e plaqueado em meio LWYM,
verificou-se que os géneros de leveduras Saccharomyces, ndo pertencentes a espécie
Saccharomyces cerevisiae, predominaram nas fermentagdes, porém ndo foram constatadas
diferencas significativas para tratamentos (Figura 30). Esses resultados demonstraram que as
leveduras inoculadas podem ter sido rapidamente substituidas por outras linhagens
caracteristicas do processo.

As fermentacdes para producdo de cachaca sdo caracterizadas pela extensa variabilidade
genética de leveduras, decorrentes da introducdo de novas linhagens, através de adicGes
sucessivas de caldo, e pela capacidade de adaptacdo do inoculo as variagbes de pH,
concentragdo de etanol, disponibilidade de substrato e temperatura no ambiente de
fermentacdo (BADOTTI et al., 2010).

Leveduras Saccharomyces cerevisiae, comumente utilizadas em panificacdo, quando
aplicadas em fermentacdes com reciclo de células, ficam constantemente submetidas a
condigdes de estresse. Essas linhagens ndo sobrevivem durante o processo, devido a reduzida
viabilidade celular e aos baixos niveis de glicogénio e trealose intracelular, predominando por
curtos periodos (BASSO et al., 2008).

A substituicdo do inoculo por linhagens dominantes e caracteristicas do ambiente de

fermentagdo, ocorreu independentemente da qualidade da matéria-prima empregada. Embora,
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este estudo ndo tenha caracterizado a diversidade genética de leveduras na matéria-prima e no
mosto em fermentacdo, verificou-se a grande variabilidade destes micro-organismos no
processo. Assim, a aplicacdo de técnicas moleculares visando a caracterizagdo genética da

populacdo de micro-organismos sobre as condi¢des avaliadas, torna-se relevante para o
desenvolvimento de novas pesquisas.
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Figura 30 - Leveduras ndo-Saccharomyces e ndo-Saccharomyces cerevisiae (UFC.mL™) recicladas no fermento
para tratamentos.

4.2.3 Avaliagdes tecnoldgicas do vinho

Diferencas significativas foram encontradas para os valores médios de pH, acidez total,
acucares redutores residuais totais (ARRT) e teor alcodlico dos vinhos, para 0s tratamentos
avaliados. Durante os ciclos, verifica-se que o pH dos vinhos ndo diferiu estatisticamente,
enquanto os valores de acidez e ARRT, foram significativamente aumentados e o teor
alcoolico reduzido no primeiro e quinto ciclo fermentativo (Tabela 7).

Provavelmente, os maiores indices de acidez e acucares residuais nos vinhos,
provenientes de fermentagdes conduzidas com colmos de cana armazenados, séo decorrentes

das condicdes de estresse proporcionadas as leveduras, através do acumulo de metabolitos no
fermento reciclado.
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Tabela 7 - Resultados da andlise de variancia (teste F) e teste de Tukey (5% de
probabilidade) para os valores médios de pH, acidez total, aclcares redutores

residuais totais (ARRT) e teor alcodlico dos vinhos

Causas de variagao Ph Acidez ARRT Teor
(gH,S04.L™ (%) alcoodlico
Tempo de armazenamento (A)
Oh 3,55A 3,19B 0,41C 8,55A
24 h 3,51A 3,30AB 0,45BC 8,34AB
48 h 3,46AB 3,37AB 0,43BC 7,89BC
72h 3,42AB 3,41A 0,45B 7.57C
96 h 3,41B 3,49A 0,50A 7.56C
F 3,84 4,35 10,57 8,05
DMS (Tukey) 0,123 0,22 0,043 0,635
Ciclos (B)
1 3,40A 3,25B 0,45C 7.3B
2 3,48A 3,49A 0,42C 8,34A
3 3,50A 3,36AB 0,44BC 8,39A
4 3,48A 3,32AB 0,48AB 8,04A
5 3,50A 3,34AB 0,49A 7,84AB
F 1,81 2,58 10,39 7.8
DMS (Tukey) 0,123 0,22 0,043 0,635
AxB 0,33"° 0,28"° 3,52 1,18"°
CcV 3,44 6,33 9,3 7.69

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ™ = néo
significativo; ~ = significativo ao nivel de 5%; = = significativo ao nivel de 1%.

Verificou-se reducbes nos valores de pH e aumento na acidez total dos vinhos
proporcional ao periodo de armazenamento dos colmos de cana. Estes parametros foram mais
afetados, em fermentagOes conduzidas com mosto de cana armazenada por 72 e 96 horas
(Figura 31). Provavelmente, a menor qualidade tecnoldgica do caldo e as maiores contagens
de bactérias e leveduras ndo-Saccharomyces no fermento reciclado, contribuiram com a
elevacdo dos niveis de acidez e redugdo do pH dos vinhos, comprometendo a manutencéo de
celulas e brotos viaveis de leveduras durante as fermentagdes.

Em fermentacdes alcoolicas é comum a redugdo do pH, devido a producdo de acidos
por bactérias laticas e algumas espécies de leveduras, tdo quanto pela expulsdo de prétons
intracelular (SCHWAN et al., 2001). Bactérias laticas podem produzir &cido latico e acético,
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ocasionando inibicdo na taxa de crescimento especifica das leveduras (NARENDRANATH,;
THOMAS; INGLEDEW, 2001), enquanto, linhagens de leveduras ndo-Saccharomyces,

podem contribuir com a elevacéo dos niveis de &cido acético no caldo fermentado (DUARTE;
AMORIM; SCHWAN, 2013).
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Figura 31 - Valores médios de pH (A) e acidez total (B) em mosto fermentado de cana colhida e armazenada.

Para a porcentagem de acUcares residuais nos vinhos, verificou-se que 0s maiores
indices foram encontrados para as fermentac6es do caldo de cana armazenada por 96 horas
(Figura 32). Durante os ciclos, observaram-se maiores porcentagens de agucares residuais nos
vinhos do 5°ciclo, para os periodos de armazenamento de 72 e 96 horas (Figura 33).

Este comportamento é resultado do estresse proporcionado as leveduras, decorrentes da
menor qualidade da matéria-prima e do acimulo de contaminantes e metabodlitos no fermento
reciclado. Como resultado, a viabilidade das leveduras foi comprometida e sua capacidade de
assimilacao dos substratos reduzida.

Nova et al. (2009), verificaram que leveduras ndo-Saccharomyces (C. drosophilae-like,
Zygosaccharomyces sp., Candida sp. e P. guilliermondii) podem elevar a concentracdo de
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acucares residuais ao final da fermentagdo, reduzindo a produtividade em etanol. A matéria-
prima reflete diretamente no processo fermentativo, pois este é totalmente dependente dos
componentes do caldo (MUTTON; MUTTON, 2002).
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Figura 32 - Valores médios de agUcares redutores residuais totais (%) em mosto fermentado de cana colhida e
armazenada.
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Figura 33 - Desdobramento da interacdo entre tratamentos e ciclos para aglcares redutores residuais nos vinhos.
Letras mailsculas comparam médias entre ciclos com mesmo tratamento. Letras minusculas
comparam médias entre os tratamentos de cada ciclo

O teor alcoolico dos vinhos foi significativamente reduzido a medida que se estendeu o
periodo de armazenamento dos colmos de cana. Verificou-se uma redugdo de 11,58% na
producéo de &lcool em fermentagdes conduzidas com mosto de cana armazenada por 96 horas
(Figura 34). Ravaneli et al. (2011), também evidenciaram que a menor qualidade da matéria-
prima, atacada por cigarrinha-das-raizes, proporcionaram redugdes de 13,82% no contetdo

alcoolico dos vinhos durante a producéo de etanol.
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Estes resultados ja eram esperados, pois 0 armazenamento dos colmos de cana
influenciou negativamente o desempenho das leveduras durante as fermentagdes.
Provavelmente, a menor quantidade de acucares disponiveis no caldo e a elevacdo nos niveis
de acidez e bactérias na matéria-prima armazenada, causaram estresse as leveduras, afetando

as taxas de conversdo do substrato em produto.
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Figura 34 - Valores médios de teor alcoélico (v.v'') em mosto fermentado de cana colhida e armazenada.

4.3 Compostos quimicos da cachaca
4.3.1 Compostos secundarios

A &gua e o etanol sdo os componentes predominantes no vinho, entretanto uma
diversidade de substancias volateis é produzida durante a fermentacdo do mosto e destilacdo
do vinho. O equilibrio quimico entre estas substancias é fundamental para o desenvolvimento
das caracteristicas sensoriais da cachaga.

Verificou-se que a acidez volatil das cachagas manteve-se a niveis baixos durante os
ciclos fermentativos para todos os tratamentos avaliados (Figura 35). Para os tratamentos ao
longo dos ciclos, foi encontrado média para acidez volatil de 18 mg.100mL™ A.A., valores
bem inferiores ao estabelecido pela Legislacdo Brasileira (BRASIL, 2005a).

Embora, os vinhos de fermentagOes conduzidas com colmos de cana armazenados
tenham apresentado maiores valores de acidez total, observou-se que as contagens de

bactérias e leveduras ndo-Saccharomyces no fermento reciclado foram aumentadas, porém as
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concentragdes destes micro-organismos permaneceram baixas, contribuindo assim, com
menores niveis de acidez volatil nos destilados.
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Figura 35 - Niveis de acidez volatil (mg.100 mL™ A.A.) em cachagas produzidas em 5 ciclos fermentativos,
utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada

O principal aldeido encontrado na cachaca é o acetaldeido, o qual deve possuir limites
inferiores a 30 mg.100mL™ A.A. (BRASIL, 2005a). O contelido de acetaldeido nos destilados
foi inferior ao estabelecido pela Legislacdo. Verificou-se uma variacdo na producdo deste
composto, com maiores niveis no 1° ciclo para cachagas produzidas com colmos armazenados
e ao final do 5° ciclo para destilado de cana colhida e ndo armazenada (Figura 36).

Dato, Pizauro e Mutton (2005) encontraram maiores contetdos de acetaldeido em
cachacas produzidas por Pichia andmala e Dekkera bruxelensis no primeiro ciclo
fermentativo, enquanto ao final de dez ciclos a producdo deste composto foi superior para
fermentacbes conduzidas com Saccharomyces cerevisiae. Podemos observar um
comportamento semelhante no presente estudo, onde as concentraces de leveduras néo-

Saccharomyces foram maiores em fermentagdes conduzidas com colmos armazenados.
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Figura 36 - Niveis de acetaldeido (mg.100 mL™* A.A.) em cachacas produzidas em 5 ciclos fermentativos,
utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada

Acetaldeido (mg/100 mL AA.)

Os niveis de acetato de etila permaneceram baixos, exceto no 5° ciclo para destilados
obtidos de colmos de cana armazenados por 72 e 96 horas (Figura 37). Entretanto, verificou-
se que sua concentracao ndo foi superior ao estabelecido pela Legislacéo.

Provavelmente, a maior acidez dos vinhos provenientes dos colmos armazenados
contribuiu com a maior producdo de acetato de etila, que refletiram em baixos niveis de
acidez volatil nos destilado. Comportamento semelhante foi descrito por Dato, Pizauro e
Mutton (2005), ao observarem uma maior producdo de acetato de etila por S.cerevisiae,
quando o pH dos vinhos foram menores.

O acetato de etila é o principal éster encontrado na cachaga, representando
aproximadamente 70% do conteddo total de eésteres (NASCIMENTO; CARDOSO;
FRANCO, 2009), sendo considerado o acetato mais importante para a qualidade sensorial da
bebida (SOUZA et al., 2012). Constatou-se entdo, que a producdo deste composto ndo foi
influenciada pela utilizagdo de matéria-prima armazenada.

45

40

35

30 -mo

25 24
aas
|m72

@Aaa9s

Acetato de Etila (mg/100 mL AA)

>

20
15
B .
1 3

Ciclos Fermentativos

Figura 37 - Niveis de acetato de etila (mg.100 mL™ A.A.) em cachacas produzidas em 5 ciclos fermentativos,
utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada
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A andlise dos alcoois superiores demonstrou que a concentracdo de propanol manteve-
se a niveis relativamente constantes ao longo dos ciclos, com maior producdo em cachaca
produzida com colmos de cana armazenados por 48 horas (Figura 38).

Gutierrez (1993) encontrou maiores niveis de alcool n-propilico em cachacas
produzidas por leveduras Saccharomyces cerevisiae, quando o pH do meio foi reduzido.
Possivelmente, os baixos valores de pH dos vinhos, caracteristicos de fermentagdes

alcoolicas, elevou a producdo de propanol na cachaca, independentemente da qualidade do
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Figura 38 - Conteddo de propanol (mg.100 mL™ A.A.) em cachagas produzidas em 5 ciclos fermentativos,
utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada

A producdo de isobutanol foi mais elevada no 1° e 3° ciclos fermentativos, com
decréscimo mais acentuado no 5° ciclo para cachagas produzidas com colmos de cana
colhidos e armazenados por periodo de 24 horas (Figura 39).

Acredita-se que a composicdo do substrato e as caracteristicas microbiologicas do
processo fermentativo, associadas com o menor brotamento das leveduras ao longo dos ciclos,
contribuiram com a maior producéo deste alcool ao final do 5° ciclo para cachacas produzidas

com colmos de cana armazenados por periodos superiores a 48 horas.
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Figura 39 - Contetdo de &lcool isobutilico (mg.100 mL™* A.A.) em cachacas produzidas em 5 ciclos
fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada

Caracteristicas similares a producdo de isobutanol foram observadas para as
concentragdes de alcool isoamilico ao longo dos ciclos. Os niveis de alcool isoamilico foram
elevados no 1° e 3° ciclos, com consequente redugéo ao final do 5° ciclo (Figura 40).

A producdo destes compostos é dependente da linhagem da levedura, sendo a sintese de
alcoois superiores uma caracteristica individual de cada espécie (ALCARDE; MONTEIRO;
BELLUCO, 2012). Assim, verificou-se que a producdo de alcool isoamilico também foi

influenciada pelas caracteristicas tecnologicas e microbioldgicas do processo fermentativo.

460
440
< 420
-
_;: 400
£ mo
= 380
— 24
.a' 360
048
E s
§ |72
2 320
= B 96
g 300
- 280
260

1 3 5
Ciclos Fermentativos

Figura 40 - ConteGdo de lcool isoamilico (mg.100 mL™* A.A) em cachacas produzidas em 5 ciclos
fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada

Observou-se elevada concentracdo de alcoois superiores em todas as amostras de

cachaca, com valores médios de 560,6 e 460,4 mg.100mL™ A.A., no 1° e 5° ciclos,
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respectivamente (Figura 41). Independente do armazenamento dos colmos de cana, 0
contelldo destes alcoois foram superiores ao estabelecido pela Legislacdo Brasileira
(BRASIL, 2005a).

Gutierrez (1993), estudando a producdo de alcoois superiores por trés diferentes
linhagens de leveduras, verificou que a Saccharomyces cerevisiae intensificou a produgéo dos
alcoois isobutilico e isoamilico, em fermentagdes conduzidas com 16% de sacarose, pH 3,0 e
temperatura de 34°C. Provavelmente, a producdo elevada de alcoois superiores €
caracteristico do metabolismo destas leveduras, principalmente quando submetidas a estas
condicBes de processo. A reducdo destes alcoois ao final do 5° ciclo provavelmente ocorreu
pela introducdo de novas linhagens de leveduras no processo, decorrentes de novas

alimentac6es de mosto durante os ciclos fermentativos.
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Figura 41 - Alcoois superiores totais (mg.100 mL™ A.A.) em cachagas produzidas em 5 ciclos fermentativos,
utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada

Os niveis de furfural apresentaram comportamento crescente ao longo dos ciclos, com
concentragdes superiores ao estabelecido pela Legislacdo no 3° ciclo para cachagas
produzidas com colmos armazenados por 24, 72 e 96 horas, e no 5° ciclo para todos os
tratamentos avaliados (Figura 42).

Quanto mais elevada a concentracdo de agucares residuais no vinho, maior a producgéo
de furfural e hidroximetilfurfural através dos processos de desidratacdo de hexoses e pentoses
(MAIA, 1994). Observou-se nesta pesquisa, que a producdo de furfural foi proporcional ao
aumento de acucares residuais nos vinhos durante os ciclos, evidenciando que o
comprometimento das leveduras no processo contribui para a formacdo deste composto

durante a destilagdo do vinho.
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Figura 42 - Niveis de furfural (mg.100 mL™ A.A.) em cachacas produzidas em 5 ciclos fermentativos,
utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada

Os compostos secundarios totais foram maiores no 1° ciclo (média de 613,5 mg.100mL"
1 A.A. para tratamentos) para cachacas produzidas com colmos de cana armazenados, devido
a maior producdo de alcoois superiores e acetaldeido.

Ao final do 5° ciclo fermentativo, a concentracdo média de congéneres nos destilados
foi de 523,5 mg.100mL™ A.A., devido ao menor recolhimento de alcoois superiores nas
destilacbes dos vinhos (Figura 43). Os coeficientes de congéneres ficaram dentro dos limites

estabelecidos pela Legislacdo vigente (BRASIL, 2005a).
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Figura 43 - Compostos secundarios totais (mg.100 mL™ A.A.) em cachacas produzidas em 5 ciclos
fermentativos, utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada
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4.3.2 Contaminantes

Os niveis de alcool metilico foram inferiores a 20 mg.100mL™ A.A. (BRASIL, 2005a)
para todos os destilados (Figura 44). Este composto € liberado na fermentagcdo quando as
moléculas de &cido galacturdnico, constituintes da pectina, sdo hidrolisadas em meio &cido
(MAIA; PEREIRA; SCHWABE, 1994). Provavelmente, as boas praticas durante a extracéo
do caldo e preparo do mosto contribuiram com a reducdo de metanol na cachaca.

Os teores de cobre nos destilados apresentaram-se dentro do limite estabelecido pela
Legislagdo Brasileira, ndo excedendo a concentragdo de 5 mg.L” (BRASIL, 2005a),
independentemente da utilizacdo de colmos de cana armazenados nas fermentacdes do mosto
(Figura 45). A higienizacdo adequada do aparelho de destilagdo permite reduzir a formacéo de
azinhavre nas superficies, mantendo assim, baixas concentracoes de cobre no destilado.
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Figura 44 - Niveis de alcool metilico (mg.100 mL™* A.A.) em cachagas produzidas em 5 ciclos fermentativos,
utilizando-se mosto fermentado de cana colhida e armazenada
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Figura 45 - Niveis de cobre (mg.L™) em cachacas produzidas em 5 ciclos fermentativos, utilizando-se mosto
fermentado de cana colhida e armazenada
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O conteido de carbamato de etila foi inferior a 210 mg.L™* A.A. (BRASIL, 2005a;
BRASIL, 2014) para todos os destilados, com valores mais elevados no primeiro ciclo para
cachaca produzida com colmos de cana armazenados por até 24 horas. Ao longo dos ciclos,
observou-se reducdo destes valores, exceto para destilados produzidos com colmos
armazenados por periodos superiores a 48 horas (Figura 46).

A analise do nimero de células e brotos vidveis de leveduras demonstraram maiores
indices de células inativadas em fermentagdes conduzidas com cana armazenada por periodos
superiores a 48 horas. Assim, acredita-se que esta condicdo favoreceu a producdo de
precursores nitrogenados nos vinhos, através de aminoacidos provenientes das células de
leveduras hidrolisadas, intensificando a formacgéo de carbamato de etila na cachaca ao longo
dos ciclos. Ough, Crowell e Mooney (1988), encontraram aumento deste composto,
proporcional ao conteudo de arginina e precursores nitrogenados (ornitina, acido glutamico +

asparagina e uréia) em vinhos.
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Figura 46 - Niveis de carbamato de etila (ug.L™) em cachacas produzidas em 5 ciclos fermentativos, utilizando-
se mosto fermentado de cana colhida e armazenada

Verificou-se que para a conducdo adequada dos processos fermentativos, € necessario a
utilizacdo de colmos de cana armazenados por periodos inferiores a 48 horas, visando um
melhor desempenho das leveduras durante as fermentacgdes, entretanto, as concentracfes dos
compostos secundarios e contaminantes da cachaga ndo foram superiores aos limites

estabelecidos pela Legislagéo.
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5 CONCLUSOES

- O armazenamento dos colmos de cana por periodos superiores a 48 horas afetou
negativamente a qualidade da matéria-prima, resultando em aumento na concentracdo de
solidos soluveis, aglcares redutores, acidez e bactérias laticas, e menor porcentagem de Pol,

Pureza, acUcares redutores totais e no nimero de leveduras ndo-Saccharomyces no caldo;

- A utilizacdo de colmos armazenados por 72 e 96 horas comprometeu O processo
fermentativo, resultando em reducdo de células e brotos viaveis de leveduras ao longo dos

ciclos e elevagédo na concentragdo de contaminantes no fermento reciclado;

- As caracteristicas tecnologicas dos vinhos foram significativamente comprometidas em
fermentagdes conduzidas com colmos de cana armazenados por periodos superiores a 48

horas, resultando em aumento da acidez total e ARRT, e reducdo do pH e éalcool produzido;

- Os niveis de acidez volatil, acetato de etila, acetaldeido, alcool metilico, cobre e carbamato
de etila das cachacas foram dentro do estabelecido pela Instrugcdo Normativa, n° 13, de
29/06/2005 e Instrucdo Normativa, n° 28, de 08/08/2014, enquanto o contetdo de alcoois

superiores e furfural foram superiores em destilados de cana colhida e armazenada.

- As concentracOes de acetato de etila e carbamato de etila permaneceram elevadas ao final do
5° ciclo para destilados de colmos de cana armazenados por periodos superiores a 48 horas,
porém ndo excederam os limites especificados na Legislagao.

- Verificou-se a importancia da ndo utilizacdo de colmos de cana armazenados por periodos
superiores a 48 horas, visando a conducdo adequada do processo fermentativo e a manutencao
dos niveis de acetato de etila, furfural e carbamato de etila da cachaca dentro dos padrbes

estabelecidos pela Legislacao.
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