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RESUMO

TARGINO, Brenda Neres. M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, Dezembro
de 2009. Influéncia da variedade de cana-de-agucar e do tipo de fermento
na qualidade da cachaga de alambique. Orientador: Paulo Henrique Alves da
Silva. Coorientadores: Frederico José Vieira Passos e José Benicio Paes
Chaves.

A variedade de cana-de-acgucar tem sido considerada como uma etapa
importante para o processo de producado de cachacga. A escolha do fermento
também ¢é considerada importante visto que a qualidade da bebida esta
diretamente relacionada a qualidade do vinho obtido pela fermentacao que sera
submetido a destilagao. Este trabalho teve como objetivo avaliar a produgao de
cachaca de alambique a partir das variedades de cana-de-agucar RB 85-5536
e SP 80-3280 e verificar a influéncia dos fermentos caipiras, selecionados e
mistos na qualidade deste tipo de bebida. Observou-se que as variedades de
cana-de-acgucar avaliadas no presente estudo se adequam a producado de
cachacga de alambique e nao afetam significativamente a qualidade do produto
final. A variedade de cana-de-acucar ndo influenciou a concentragcdo dos
compostos volateis avaliados, exceto para concentragcdo de acidez volatil
enquanto o tipo de fermento influenciou todos eles, exceto o teor alcodlico e a
concentracao de 1-propanol nas cachagas. Os fermentos FS1, FS2, FC1, FC2,
FM1 e FM2 apresentaram os melhores resultados para a maioria dos fatores
avaliados, sendo relacionados a producdo de cachaga de qualidade. Houve
correlagdo negativa significativa entre o teor alcodlico e a acidez volatil e entre
o teor alcodlico e o teor de solidos soluveis das amostras de vinho das duas
variedades de cana-de-agucar fermentado por diferentes tipos de fermento ao
final da fermentagédo. Entretanto, observou-se correlagdo positiva significativa
entre teor de sodlidos soluveis e acidez volatili das amostras ao final da
fermentacdo. Os fermentos caipiras FC1 e FC2 apresentaram eficiéncia da
fermentagao alcodlica acima de 90%. A alta eficiéncia da fermentagédo obtida
por estes fermentos indica que existe a necessidade de uma melhor
caracterizagao destes fermentos em estudos complementares quanto a
critérios quantitativos do processo de fermentacdo a fim de selecionar
leveduras portadoras de caracteristicas tecnologicas desejaveis e com

potencial de comercializagao para a produc¢ao de cachaca.
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ABSTRACT

TARGINO, Brenda Neres. M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, December
2009. Influence of sugar cane variety and yeast type on tradicional
Brazilian cachaga quality. Adviser: Paulo Henrique Alves da Silva. Co-
Advisers: Frederico José Vieira Passos and José Benicio Paes Chaves.

The variety of sugar cane has been considered an important step toward
the production of cachaga. The choice of yeast is also considered important as
the beverage quality is directly related to the quality of the wine obtained by
fermentation to be submitted to distillation. The aim of this study was to
evaluate the production of traditional Brazilian cachaga using two varieties of
sugar cane RB85-5536 and SP80-3280 and compare the yeast strains, natural,
selected and mixed used for its production. It was observed that the varieties of
sugar cane evaluated in this study are suitable for the production of cachaca
and not significantly affect final product quality. The variety of sugar cane did
not influence the concentration of volatile compounds evaluated, except for
concentration of volatile acidity while yeast type has influenced all of them
except the alcohol content and the concentration of 1-propanol in cachaca.
Yeasts FS1, FS2, FC1, FC2, FM1 and FM2 showed the best results for most of
the factors evaluated being related with the production of cachaga quality. A
significant negative correlation between alcohol content and volatile acidity and
beetween alcohol content and the soluble solids from the wine samples of two
varieties of sugar cane fermented by different yeasts at the end of fermentation.
However, there was a significant positive correlation between soluble solids and
volatile acidity of the samples at the end of fermentation. Yeasts FC1 and FC2
showed efficiency of alcoholic fermentation above 90 %. The high efficiency of
fermentation obtained by these yeasts indicates that there is a need for better
characterization of natural yeasts in further studies as quantitative criteria of the
fermentation process to select yeasts carrying desirable technological

characteristics and potential of marketing for the production of cachaca.
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1. INTRODUGCAO

Cachaca é uma bebida genuinamente brasileira, produzida praticamente
em todo o pais. E considerada a bebida destilada mais consumida no Brasil e a
terceira mais consumida no mundo. E um produto de importancia econdmica
crescente e de grande mercado nacional por ser considerada exdtica e de
sabor especial, justificando assim, a necessidade de se conhecer sua
composi¢cao quimica, para que esteja disponivel no mercado um produto de
qualidade e padronizado pelas normas do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA).

Cachaca é definida como uma bebida fermento-destilada, com
graduacgao alcodlica que varia entre 38 a 48 % em volume, a 20 °C, obtida do
destilado alcodlico simples de cana-de-agucar ou pela destilagdo do mosto
fermentado do caldo de cana-de-acucar. Cachaca de alambique é a bebida
proveniente de sistema de destilagdo em alambique de cobre ou em aparelho
destilador composto pela predominancia de cobre. A produgédo de cachacga de
alambique tem merecido destaque na economia dos Estados de Minas Gerais,
Sé&o Paulo e Pernambuco.

A cachacga, assim como outras bebidas fermento-destiladas, tem como
principal caracteristica o teor alcodlico superior ao de bebidas fermentadas.
Além dos seus componentes principais, agua e etanol, apresenta, ainda que
em baixas concentracdes, componentes secundarios, também chamados
compostos volateis ou congéneres, formados principalmente durante a
fermentacgao alcodlica e selecionados pelo processo de destilagdo e pela etapa
de maturacao do destilado. Tais componentes s&o 0s principais responsaveis
pelo sabor caracteristico destas bebidas e determinantes de sua qualidade.

A demanda por bebidas destiladas de melhor qualidade e mais seguras
em relagdo ao conteudo de congéneres € cada vez mais crescente e por isso a
producdo de aguardente procura vincular-se a qualidade, com o propdsito de
ampliar o seu consumo e atingir um publico consumidor mais exigente, bem
como aumentar a possibilidade de exportagcdo. Na producdo de cachaca a
qualidade deve ter inicio na parte agricola, desde cuidados com o solo, a

escolha e o plantio da variedade apropriada de cana-de-agucar, passando por



todas as etapas de fabricacédo (fermentacao, destilacdo e envelhecimento) até
a comercializagédo do produto final.

A variedade de cana-de-acgucar perfeita, produtiva e tolerante a todas as
doengas e pragas nao existe. Dessa forma, procura-se utilizar as variedades
que apresentam menores riscos de perdas econdmicas em determinado local
ou ambiente de producdo. Atualmente, as variedades de cana-de-agucar
comerciais em distribuicdo foram obtidas para a produgao de agucar e alcool,
nao existindo, portanto, variedades especialmente selecionadas para a
producao de cachaca.

A fermentagdo pode ser considerada um dos principais pontos criticos
do processo de fabricagdo de cachaga, uma vez que os compostos de aroma e
sabor que caracterizam a bebida sdo formados nesta etapa. Diversas
pesquisas tém sido realizadas nos ultimos anos em toda a cadeia produtiva da
cachaga com o intuito de melhorar a qualidade do produto e auxiliar o produtor:
selecao de variedades de cana-de-agucar, aspectos fermentativos, selecado de
leveduras, aperfeicoamento do processo de destilacdo, madeiras mais
adequadas para envelhecimento do produto, dentre outras.

A producao de cachaga envolve uma série de variaveis importantes para
a padronizagado do seu processo produtivo. A escolha da variedade de cana-
de-agucar mais adequada ao clima e solo da regido que sera cultivada é uma
variavel que tem sido considerada importante para producdo da cachaca de
alambique. A escolha do fermento também é importante visto que a qualidade
da bebida esta diretamente relacionada a qualidade do vinho obtido pela
fermentagcdo e submetido a destilacdo. Sendo assim, este trabalho teve o
objetivo de avaliar o efeito de diferentes tipos de fermento e a influéncia de
variedades de cana-de-agucar no processo de fermentagcdo alcodlica, na

producao e na qualidade da cachacga de alambique.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Breve histérico sobre Cachaga

Os primeiros registros de obtencéo da aguardente (Acqua ardens) datam
dos anos 23 a 79 d.C. pelos gregos. Os alquimistas atribuiram propriedades
mistico-medicinais a aguardente que entdo passou a ser chamada de agua da
vida (Eau de vie) ou elixir da longevidade. A aguardente chegou ao Oriente
Médio pela for¢ca da expansao do Império Romano e os arabes disseminaram a
técnica da destilagdo pelo Velho e Novo Mundo (CARVALHO, 2001). Esta
tecnologia de produgao espalhou-se pelo mundo inteiro, no entanto, cada pais
utilizava uma matéria-prima diferente para destilagcdo. Na Italia, a uva era
utilizada para fazer a grappa; na Alemanha a cereja deu origem ao kirsch; na
Escécia a cevada deu origem ao uisque; na Russia o centeio deu origem a
vodka; na China e Japéao, o saqué originou-se do arroz; em Portugal o bagago
de uva originou a bagaceira (AMPAQ, 2009; GALINARO, 2006; VENTURINE
FILHO, 2005).

A cana-de-agucar chegou ao Brasil trazida da ilha da Madeira pelos
portugueses em meados do século XVI. Nos engenhos descobriram que o
vinho da cana conhecido como “garapa azeda”, liquido resultante dos tachos
de rapadura, servia de alimento para os animais. Os escravos passaram a
tomar esta bebida inicialmente apenas fermentada e comegaram a destilar este
liquido, chamando-o de “cagaga”, dai o nome cachaga (CASSINI, 2004). Com o
aprimoramento da produgéo, a cachaga passou a atrair muitos consumidores,
saindo da senzala e introduzindo-se nas mesas dos senhores de engenho e
nas casas portuguesas, passando a ter importancia econdmica para o Brasil
colénia (CARVALHO, 2001).

Atualmente, produzida em todo o pais, a cachacga € a bebida alcodlica
mais consumida depois da cerveja. O Estado de S&o Paulo é o principal
produtor, prevalecendo a produc¢do da cachaca industrial, enquanto que em
Minas Gerais, segundo Estado produtor, prevalece a produgdo de cachaga
artesanal (ANDRADE et al., 2002).



Os primeiros passos para o desenvolvimento da consciéncia de
qualidade na produgdo de cachaga ja foi dado pelos 6rgdos legisladores. O
Ministério da Agricultura com o apoio da Associagao Brasileira de Bebidas
(ABRABE) langou em 1997 o Programa Brasileiro de Desenvolvimento da
Aguardente de Cana (PBDAC) com o objetivo de regularizar os mais de 30 mil
alambiques clandestinos no pais, que produziam cachaga sem nenhum
controle de qualidade. Este projeto, extinto em 2006, visava valorizar a
industria de aguardente como importante fonte de arrecadacao de divisas para
o Pais e geradora de milhares de empregos diretos e indiretos (SESCSP, 2007;
VILELA, 2005; CARVALHO, 2001; SILVA, 1995). Além de propor solugdes para
os problemas, o programa tinha, ainda, o objetivo de capacitar
tecnologicamente os produtores, principalmente os que produzem em pequena
escala, e organiza-los com vistas a melhorar a qualidade da bebida e abrir
novos mercados.

Nos ultimos anos a cachaga adquiriu uma imagem muito boa no exterior
€ comecgou a ser mais conhecida pelos consumidores em bares e restaurantes.
Durante o periodo em que o PBDAC existiu, 0 numero de empresas
exportadoras passou de 19 para 114 — com vendas para mais de 50 paises —,
e o volume de cachaga comercializado no exterior saltou de 5 milhdes para 12
milhdes de litros (SESCSP, 2007).

Em Minas Gerais o Decreto Estadual 42.644 de 5 de junho de 2002
dispde sobre as condi¢cdes gerais de produgcdo da cachaca de alambique,
desde o preparo do solo para o plantio da cana-de-agucar até a venda do
produto engarrafado. Esse decreto mineiro €, sem duvida, um importante
instrumento para que a produgao de cachaca de alambique de qualidade se
desenvolva. O consumidor tera assim a garantia de contar com um produto de
qualidade, seguindo padrdes internacionais (VILELA, 2005; CARVALHO,
2001).

Em 1993, foi criado no Estado de Minas Gerais o programa Pro-Cachaga
(decreto n°® 34.645), visando promover a qualidade e a imagem da aguardente
mineira. Por meio da criagdo da Associacdo Mineira de Produtores de
Aguardente de Qualidade (AMPAQ), o programa pode funcionar como 6rgao

fiscalizador e também como fonte de apoio aos fabricantes, realizando cursos e



seminarios, além de fornecer informacgdes sobre novas tecnologias e pesquisas
(MARTINHO e SANTOS, 1997; PATARO, et al., 1998).

O PBDAC deu lugar ao Instituto Brasileiro da Cachaga (IBRAC) cujo
principal objetivo é, por meio da unido do setor, promover, ordenar
institucionalmente e colaborar com as autoridades competentes no controle e
regulamentagdo da cachaga, da aguardente de cana e de outras bebidas
derivadas da cachaga ou da aguardente de cana para assegurar o
cumprimento da legislagdo nacional além de promover pesquisas, estudos e
projetos voltados ao aperfeicoamento e a melhoria da qualidade dos processos
de producao (IBRAC, 2009).

Segundo dados divulgados pelo Instituto Brasileiro da Cachacga (IBRAC)
as exportacbes de cachaca cresceram aproximadamente 18 % em valor,
ultrapassando os US$ 16 milhdes e tiveram um crescimento de 20 % em
volume. Em 2008 foram exportados US$ 16.418.978,00 (11.092.088 litros) para
aproximadamente 60 paises. Ressalta-se que o volume exportado corresponde
a menos de 1 % do volume produzido. Atualmente, o setor de cachaga gera
650 mil empregos diretos e indiretos no pais, movimenta internamente US$ 1
bilhdo por ano, sendo Sao Paulo, Pernambuco, Ceara, Minas Gerais e Paraiba
os principais Estados produtores. No quesito consumo, o0s principais
apreciadores da bebida concentram-se em S&o Paulo, Pernambuco, Rio de
Janeiro, Ceara, Bahia e Minas Gerais (ALVES, 2009). Cerca de 4 mil marcas
sao comercializadas no Brasil e estima-se que existam 40 mil produtores
(IBRAC, 2009), sendo que destes, 25 mil sdo artesanais, que em sua maioria,
vendem sua producgao as industrias. A producgao industrial representa cerca de
95 % do total produzido (CARVALHO NETTO, 2007). Um dos maiores entraves
para aumento da participagao e sobrevivéncia dessas empresas no mercado €
a alta carga tributaria a qual o setor esta sujeito. Essa alta carga tributaria tem
um impacto devastador para o setor, principalmente para micro e pequenas

empresas e contribui para o aumento da informalidade (ALVES, 2009).



2.2 Definicao e legislagao

Um grupo de especificacbes dentro de determinados limites ou
tolerancias que devem ser atingidos s&o denominados de padrbes de
identidade e qualidade que por sua vez, determinam a qualidade dos produtos.
A inexisténcia destes padrdes e a falta de controle de qualidade na produgao
de aguardente de cana-de-agucar eram umas das principais barreiras para
comercializacdo desta bebida no mercado externo (CARVALHO, 2001;
CHAVES, 1998). No Brasil, a qualidade da cachaga e aguardente de cana é
regulamentada pela Instrugcdo Normativa n° 13, de 29 de junho de 2005 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento que aprova o
“‘Regulamento técnico para fixagao dos padroes de identidade e qualidade para
aguardente de cana e cachaga” (BRASIL, 2005) e pelo Decreto Federal n°
6871, de 4 de junho de 2009, que dispde sobre a padronizagao, classificagao,
registro, inspec¢ao, producao e fiscalizagdo de bebidas (BRASIL, 2009).

Segundo a legislagao brasileira, a denominacdo aguardente de cana se
refere a bebida com graduacgéo alcodlica de 38 a 54 % em volume, a 20 °C,
obtida do destilado alcodlico simples de cana-de-acucar ou pela destilacdo do
mosto fermentado do caldo de cana-de-agucar (Saccharum spp), podendo ser
adicionada de até seis gramas por litro de agucar expressos em sacarose.
Quando a adicdo de acgucar for superior a 6 g e inferior a 30 g por litro, o
produto tera sua denominagdo acrescida da expressdo “adogada” (BRASIL,
2005).

Cachaca se refere a denominacgao tipica e exclusiva da aguardente de
cana produzida no Brasil com graduagao alcodlica de 38 a 48 % em volume, a
20 °C, obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agucar
(Saccharum spp.), podendo ser adicionada de até seis gramas por litro de
agucares expressos em sacarose (BRASIL, 2005).

A composi¢cado quimica e os requisitos de qualidade para a cachaga no
Brasil sdo, portanto fixados pela Instrugdo Normativa n® 13, cujos coeficientes
de congéneres, ou seja, o somatdrio dos componentes volateis “ndo alcool”
nao podera ser inferior a 200 mg.100 mL™" e ndo superior a 650 mg.100 mL™
de alcool anidro, observando os seguintes limites maximos para cada

componente: 150 mg.100 mL™" de alcool anidro para acidez volatil (expressa



em acido acético), 200 mg.100 mL™" de alcool anidro para ésteres totais
(expresso em acetato de etila), 30 mg.100 mL™" de alcool anidro de aldeidos
totais (expresso em aldeido acético), 5 mg.100 mL™" de alcool anidro de furfural
+ hidroximetilfurfural e 360 mg de alcoois superiores por 100 mL de alcool
anidro (expressos pela soma dos alcoois n-propilico, isobutilico e isoamilico)
(BRASIL, 2005). Sao fixados também limites maximos para contaminantes

organicos e inorganicos, conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Limites maximos de contaminantes organicos (mg.100 mL™" de alcool
anidro) e inorganicos (mg/L) na cachaga.

Composto Limite maximo
Alcool metilico (metanol) 20
Carbamato de etila 0,15
Acroleina (2-propenal) 5
Alcool séc-butilico (2-butanol) 10

Alcool n-butilico (1-butanol)

Cobre (Cu)
Chumbo (Pb) 0,2
Arsénio (As) 0,1

Fonte: BRASIL, 2005.

Apos a destilacdo, a cachaca pode ser envelhecida em tonéis de
madeira, como parte importante do processo para a melhora das
caracteristicas sensoriais, como ocorre com outras bebidas fermento-
destiladas, tais como uisque e rum. Esta etapa, no entanto, € opcional, de
acordo com a legislagao brasileira. A aguardente de cana sera denominada
envelhecida, quando contiver pelo menos 50 % de aguardente de cana
envelhecida em tonéis de madeira, com capacidade maxima de 700 litros, por
pelo menos um ano, podendo ser adicionada de caramelo para padronizagao
da cor (BRASIL, 2005).

Uma aguardente de cana de boa qualidade esta relacionada ao
enquadramento deste produto aos padrdes de identidade e qualidade previstos

pela legislagéo brasileira. A regulamentacdo da qualidade desta bebida é feita



com base em caracteristicas ja relatadas tais como acidez volatil, ésteres,
aldeidos, alcoois superiores e furfural que possuem valores maximos
permitidos. Além do etanol e da agua, a aguardente contém pequena
quantidade de dezenas de compostos organicos denominados compostos
volateis ou compostos secundarios, que sao incorporados a bebida ao longo de
todo o processo produtivo e a natureza e proporcdo dos mesmos é
determinada, pelas caracteristicas da matéria-prima, da fermentagdo, da
destilacdo e do envelhecimento (LIMA, 1992). Portanto, de acordo com a
legislagdo em vigor, cachagas serdao consideradas aprovadas e proprias para
consumo desde que obedecam aos limites estabelecidos para os principais
grupos de componentes comuns a este tipo de bebida, assim como para o
cobre e o metanol, seus eventuais contaminantes (JANZANTTI, 2004).
Diversas substancias sao encontradas na cachaca. Algumas
apresentam caracteristicas indesejaveis como o formaldeido, o carbamato de
etila e o furfural, potencialmente carcinogénicos. Estes compostos fazem parte
da fragdo organica da bebida e sua produgdo pode ser influenciada pela
variedade da cana-de-agucar, pela conducido da fermentacio, pelo método de
destilagao e pelo envelhecimento (CARDOSO, 2006; SIEBALD et al., 2002).

2.3 Producao de cana-de-agucar no Brasil

A cana-de-agucar € uma das principais culturas agricolas do Brasil,
servindo como matéria-prima para a produg¢ao de acucar, alcool combustivel,
aguardente e alimentacdo animal (BARBOSA, 2005). E originaria da Nova
Guiné e foi levada para a Europa e Africa pelos arabes, na época das invasdes.
A cultura de cana-de-agucar nado prosperou na Europa e foi levada para a ilha
da Madeira pelos portugueses e para as ilhas Canarias pelos espanhdis. Na
América, a cana-de-agucar encontrou excelentes condi¢gdes para seu
desenvolvimento. No Brasil, ha indicios de que a cana-de-agucar seja cultivada
desde muito antes do descobrimento, mas a cultura sé se desenvolveu quando
surgiram os engenhos e as plantagdes foram feitas com mudas trazidas pelos
portugueses (FERNANDES, 2005).



E uma planta da familia Gramineae, apresenta uma larga escala de
adaptacdo sendo cultivada principalmente em regides situadas entre os
paralelos 35° N e 35° S. As variacdes climaticas brasileiras possibilitam duas
épocas de colheitas anuais, uma no norte-nordeste, de setembro a abril e a
outra no centro-sul, de junho a dezembro (FERNANDES, 2005; ALFONSI, et
al., 1987) .

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar. Segundo dados
da Unido da Industria de Cana-de-agucar (UNICA) juntamente com o Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), as usinas brasileiras
chegaram a processar 495.794.424 toneladas de cana-de-agucar na safra
07/08 sendo a regidao centro-sul responsavel pelo processamento de
431.184.748 toneladas. O nordeste e sudeste sdo as regides brasileiras que
apresentam maior potencial produtivo e nelas os Estados de Alagoas e Séao
Paulo os que mais se destacam na producdo de cana-de-acucar (PRATI e
CAMARGO, 2008).

A matéria-prima utilizada para a fabricagdo da cachaca é a cana-de-
acgucar. A escolha da variedade de cana-de-acucar é a etapa mais importante e
de menor custo para o produtor de cachaga, sendo a base que sustenta todas
as demais tecnologias de producdo e processamento da matéria-prima. As
variedades assumem papel decisivo na produtividade da cultura e
consequentemente possibilitam produzir cana-de-agucar de qualidade e com
menor custo (SILVEIRA et al., 2002).

Normalmente, a selecdo da variedade de cana-de-agucar é feita dentre
as variedades existentes para producao de agucar e alcool, visando a obtencéo
daquelas que possam ser utilizadas na producdo de cachaca de alambique,
pois geralmente uma variedade que € indicada para produgdo de agucar e
alcool, também pode ser indicada para produgdo de cachaga (MACEDO, 2009;
CARDOSO, 2006; FERNANDES, 2005; ANDRADE et al., 2002).

Um detalhe importante na producédo de cachacga que deve ser levado em
consideragao é a época de safra. Em Minas Gerais, a safra normalmente tem
inicio em maio e se estende até dezembro. Sendo assim, € muito importante
trabalhar com variedades de cana-de-acucar que possuam ciclos de maturagao
diferentes, que cubram todo o periodo de safra, ou seja, cana de maturagéo

precoce (colhidas em maio/junho), cana de maturagcdo média (colhidas em



julho/agosto/setembro) e cana de maturagdo tardia (colhidas em
outubro/novembro/dezembro), para obter sempre uma matéria-prima em boa
condigdo de moagem (madura). O uso de pelo menos trés variedades de ciclos
de maturacao diferentes é essencial para a produgao de cachaca artesanal
com rendimentos satisfatérios e maior lucratividade (MACEDO, 2009:;
FERNANDES, 2005; ANDRADE et al., 2002).

Algumas variedades indicadas para a produg¢do de cachagca em Minas
Gerais como RB835054, RB765418, RB835486, SP80-1842, SP80-1816,
RB928064, SP79-1011, RB855536 e RB867515 tém sido introduzidas em
algumas regides do Estado pela Universidade Federal de Vigosa (UFV) desde
1990. Dentre outras, sdo caracteristicas desejaveis numa variedade de cana-
de-acgucar para producado de cachaca artesanal: maior rendimento de colmos
por hectare; alto teor de sacarose; teor de fibra médio (11 a 12 %); resisténcia
as principais doencgas (mosaico, carvao e ferrugem); resisténcia as principais
pragas (broca-do-colmo); facil despalha; resisténcia ao tombamento; boa
adaptacao a diferentes tipos de solo e clima; auséncia de florescimento; baixa
isoporizagao; boa brotacdo de soqueiras; auséncia de rachaduras; rapido
crescimento inicial e fechamento; auséncia de jogal (pilosidade) e periodo de
utilizagéo industrial longo (MACEDO, 2009; ANDRADE et al., 2002).

Um bom manejo do canavial é importante para assegurar sua
produtividade e persisténcia. O manejo correto do canavial implica corte na
eépoca ideal de colheita, na altura ideal de corte e principalmente nos tratos
culturais que lhe séo dispensados. Dentre eles, destacam-se a adubacéao
(organica e quimica de manutengao), a irrigacdo e o controle de plantas
invasoras (braquiaria) quando necessario. As condigbes climaticas tém
influéncia marcante na maturacao e, sob condi¢gdes de alta umidade no solo e
de elevada temperatura atmosférica a cana-de-agucar tem o seu crescimento
intensificado, enquanto que em condi¢cdes contrarias, aumenta a concentracao
de sacarose com consequente reducdo do teor de acgucares redutores
(CARDOSO, 2006).

O cultivo de variedades hibridas, melhoradas geneticamente, menos
exigentes, mais resistentes as doencas e muito mais produtivas predomina no
Brasil (FERNANDES, 2005). Toda variedade de cana-de-agucar € identificada

por uma sigla, acompanhada de um numero. A sigla refere-se ao local de
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origem da variedade (pais, estado, cidade ou estacao experimental). Os dois
primeiros numeros referem-se ao ano em que a variedade foi obtida e ndo ao
ano de lancamento. Os numeros restantes correspondem a série que deu
origem ao clone (intrinseco de cada 6rgao de melhoramento) (ANDRADE et al.,
2002). As variedades que possuem a sigla RB (Republica do Brasil),
produzidas pelo Programa Nacional de Melhoramento da Cana-de-agucar
(PLANALSUCAR), coordenado pelas universidades publicas federais de ensino
superior e a sigla SP (Sao Paulo), produzidas pela Cooperativa de Produtores
de Acucar e Alcool do Estado de Sao Paulo (COOPERSUCAR) sdo as que
mais se destacam no setor (FERNANDES, 2005; ANDRADE et al., 2002).

A extracdo do caldo de cana-de-agucar para a producado de cachaga é
feita por esmagamento direto nas moendas. O maior ou menor rendimento em
cachacga esta ligado a eficiéncia na extragdo do caldo. Tecnologicamente, todo
liquido suscetivel de fermentar € denominado mosto. Apds moagem, o caldo de
cana é filtrado para retirar parte das impurezas em suspensdo como terra e
bagacilhos.

O caldo obtido pela moagem da cana-de-agucar € constituido de agua
entre 78 e 86 %, sacarose entre 11 e 18 %, agucares redutores entre 0,2 e 1,0
%, cinzas entre 0,3 e 0,5 % e compostos nitrogenados entre 0,5 e 1,0 % e
normalmente apresenta valores de pH entre 52 e 6,8 (LIMA, 2001). Os
compostos organicos nao acgucares sao constituidos de substancias
nitrogenadas (proteinas, aminoacidos, etc.), gorduras, ceras, pectinas, acidos
(malico, succinico, etc.), e de matérias corantes (clorofila, sacaretina e
antocianina) (JERONIMO, 2004). A Tabela 2 apresenta a composi¢cao do caldo
de cana, com uma alta concentracdo de sacarose, que corresponde de 70 a 90
% de seus solidos soluveis. A composi¢céo quimica da cana-de-agucar é muito
variavel quantitativamente, porém, qualitativamente ela € semelhante em todas
as variedades. Essa composicdo € influenciada pelo clima, solo, adubacéo,
estagio de desenvolvimento da cultura, variedade, dentre outros (CARDOSO,
2006).

Muitas vezes, para um melhor rendimento industrial, o caldo de cana é
modificado para que seja adequado ao desenvolvimento das leveduras
alcodlicas. Estas modificacbes podem ser efetuadas por meio da

suplementagao nitrogenada e/ou de fosfato, magnésio, manganés, cobalto e
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vitaminas (na forma de farelo de arroz ou de trigo) ou mesmo da correcédo do

teor de solidos soluveis (°Brix) do caldo por meio de diluigdo e da manutengao

da temperatura em torno de 30 °C (FARIA, 1995).

Tabela 2. Composicao centesimal de cana de agucar madura normal e sadia.

Elementos Concentragao (%)
Agua 74,5 (65 - 75)
Acucares 14 (12 - 18)
Sacarose 12,5 (11 -18)
Glicose 0,9 (0,2-1,0)
Levulose 0,6 (0,0-0,6)
Fibras 10 (8 - 14)
Celulose 5,5
Lignina 2
Pentosana (xilana) 2
Goma de cana (arabana) 0,5
Cinzas 0,5
Silica ( Si02) 0,25
Potassio (K20) 0,12
Saodio (Na20) 0,01
Calcio (Ca0) 0,02
Magnésio (MgO) 0,01
Ferro (Fe203) tracos
Fosforo (P205) 0,07
Sulfatos (SO3) 0,02
Cloretos (Cl) tracos
Matérias Nitrogenadas 0,4 (0,30-0,60)
Nitrogénio total 0,06
Acido aspartico 0,4 (0,30-0,60)
Acido nitrico 0,01
Amoniaco tracos
Corpos xanticos tracos

Gorduras e ceras

Substancias pécticas, gomas e mucilagem

Materiais corantes

0,20 (0,15-0,25)
0,20 (0,15-0,25)
nao dosados

Fonte: CARDOSO (2006).
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2.4 Processo de producao de cachaga

ApOs a moagem da cana-de-agucar e separagdo do bagaco, o caldo
extraido é submetido a uma filtracdo ou decantacdo para separagao do
bagacilho. O caldo pronto para fermentar, denominado mosto, é colocado para
fermentar em recipientes proprios, as dornas (MALTA, 2006). A fermentagao
ideal do mosto ocorre na concentragcédo de teor de solidos soluveis em torno de
14 a 16 °Brix. Teores de solidos soluveis acima de 16 °Brix podem acarretar
fermentagdes mais lentas e frequentemente incompletas. A duragao média de
um processo fermentativo € de 24 horas. Em geral, a fermentagéo € conduzida
pelo sistema convencional em batelada e consiste em se colocar o indculo e
todo o meio a ser fermentado na dorna de fermentacédo (PATARO et al., 2002).

O processo fermentativo inicia logo que a levedura entra em contato com
o mosto e é dividido em trés fases: fase preliminar ou pré-fermentacao,
caracterizada pela adaptacdo das leveduras e multiplicagdo celular; fase de
fermentagao principal ou tumultuosa, com desprendimento abundante de gas
carbdnico e producao de etanol e fase de fermentacdo complementar ou pos
fermentacao, onde se observa reducgao da atividade fermentativa (JANZANTTI,
2004).

Depois de terminada a fermentacdo do mosto, este € chamado de vinho,
que apo6s sedimentado € destilado. O vinho de cana é constituido
principalmente de agua e etanol além de alguns compostos secundarios como
acidos, alcoois, ésteres, dentre outros em concentragdes diminutas, mas que
caracterizam sensorialmente a bebida (LIMA, 1999).

A destilacdo € um processo fisico que permite separacdes quimicas.
Consiste da passagem da fase liquida de uma substancia ou mistura, sob
aquecimento, ao estado gasoso (ebulicao), que em seguida, retorna ao estado
liquido por meio de resfriamento (condensacgéo) (CARDOSO, 2006). Os varios
compostos volateis presentes no vinho, destilam conforme o ponto de ebuligéo,
afinidade com o alcool ou agua e o teor alcodlico no vapor durante a destilagéo
(LEAUTE, 1990).

No Brasil ha dois tipos de sistemas de produgdo de aguardente: o
sistema artesanal ou de destilacdo em alambique e o sistema industrial ou de
destilagdo em coluna de destilagdao continua (NOVAES, 2002; CHAVES e
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POVOA, 1992). A maior parte das aguardentes de cana produzidas em
sistemas artesanais € destilada em equipamentos de cobre. Destaca-se a
possibilidade de selecao e aproveitamento de maior quantidade de compostos
secundarios, geralmente associando teores residuais de cobre e acidez acima
dos limites permitidos.

Os sistemas industriais caracterizam-se por utilizarem colunas de
destilagdo, em processo continuo, reguladas para produzirem uma bebida
padronizada e que atenda prioritariamente aos parametros da legislacao.
Originam aguardentes de cana geralmente com excesso de aldeidos e
presenca de hidrocarbonetos (NOVAES, 2002). Em fungdo da maior
capacidade de produgdo e menor riqueza de compostos secundarios as
aguardentes de cana obtidas pelo sistema industrial sdo comercializadas por
preco inferior aquelas obtidas artesanalmente, e sdo melhores para serem
consumidas em misturas ou coquetéis (CAMPELO, 2002; ESTANISLAU et al.,
2002).

O produto da destilagdo do vinho em sistema de producdo de
aguardente artesanal é dividido em trés fragdes: destilado de cabega, coragéo
e cauda (LIMA, 2001). De acordo com Maia (1994), a separagao das trés
fragdes do destilado € feita por meio de “cortes”. Nesta etapa, a qualidade da
cachaga depende da composi¢cdo do vinho a ser destilado; da geometria do
alambique e da habilidade do operador para efetuar os cortes nos momentos
adequados. Entretanto, existem muitas duvidas por parte dos produtores em
saber qual o critério a ser adotado na separacédo destas fragbes (VILELA,
2005).

O destilado de cabeca, obtido na fase inicial de destilacdo, contém altos
teores de componentes secundarios que se tornam indesejaveis dependendo
de sua quantidade (CARDOSO, 2006). O teor alcodlico desta fragcdo é alto
devido a volatilidade do etanol presente no vinho. A separacdo desta fracéo
podera ser realizada pelo recolhimento de 1 a 5 % do volume total do vinho,
pelo recolhimento de 5 a 8 % do total do destilado, pois depende da geometria
do aparelho, ou quando o alcoébmetro marcar 60 % de etanol (RODRIGUES
FILHO e OLIVEIRA, 1999; MAIA et al., 1994).

O destilado de coragcédo é a fragdo que corresponde a cachaca

propriamente dita, devendo apresentar teor alcodlico dentro dos padrdes

14



exigidos pela legislacdo. Inicia-se o recolhimento apds a separagao do
destilado de cabeca, cujo volume foi pré-determinado anteriormente. Esta
fracdo representa um volume correspondente a até 16 % do volume total do
vinho ou a 80% do volume total do destilado. O limite do recolhimento desta
fracdo ocorre quando o teor alcodlico do destilado recolhido atinge o valor pré-
estabelecido para a cachacga, acrescido de 1 a 2 % v/v, para compensar futuras
perdas, caso se opte pelo armazenamento em barris ou mesmo o
envelhecimento da bebida (RODRIGUES FILHO e OLIVEIRA, 1999; MAIA et
al., 1994).

A Ultima fracdo coletada corresponde a cauda, também chamada de
agua fraca, onde se concentram alguns acidos e furfural. Corresponde a 3 %
do volume total do vinho, 15 % do destilado ou quando o teor alcodlico da
fracdo atinge 14 % v/v. A partir dai, o recolhimento do etanol da vinhaga é
antiecondmico (RODRIGUES FILHO e OLIVEIRA, 1999; MAIA et al., 1994). As
fragbes de cabega e cauda devem ser descartadas. (CARDOSO, 2006;
FURTADO, 1995).

Bizelli (2000) estudou a caracterizagao fisico-quimica de aguardentes de
cana-de-agucar produzidas em sistema artesanal comparativamente ao de
redestilacdo. Observou-se variagcbes marcantes na acidez total, volatil e fixa
(mg de acido acético/100mL de alcool anidro), respectivamente, de 43,95 para
17,95; de 42,60 para 17,00; e de 1,35 para 0,92. O teor de cobre reduziu de
2,67 para 0,32 mg/L; o teor de aldeidos totais reduziu de 21,11 para 15,80
mg.100 mL™" de &lcool anidro; o teor de ésteres totais reduziu de 20,26 para
9,74 mg.100 mL™" de alcool anidro e o teor de alcoois superiores totais reduziu
de 397,17 para 349,33 mg.100 mL™ de alcool anidro. Ndo se observou
variagdes relevantes na densidade real, grau alcodlico e extrato seco das

aguardentes.

2.5 Leveduras utilizadas na producao de cachacga

Leveduras sao fungos pertencentes as classes dos Ascomicetos
Basidiomicetos ou Deuteromicetos. Sao normalmente unicelulares, apresentam

forma oval, eliptica ou arredondada. Possuem parede celular rigida, membrana
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citoplasmatica e as organelas geralmente encontradas em eucariotos, tais
como nucleo, mitocondria e reticulo endoplasmatico. Para o seu
desenvolvimento e sobrevivéncia, as leveduras necessitam de carbono,
principalmente na forma de carboidratos e estes nas formas de mono ou
dissacarideos. Quanto ao ambiente, as leveduras se desenvolvem numa faixa
ampla de temperatura, sendo que o intervalo 6timo situa-se entre 20 e 30 °C.
Em relacdo ao pH, os limites estdo entre 2,2 e 8,0. Estes microrganismos
também apresentam elevada resisténcia osmoética (VENTURINI FILHO e
MENDES, 2003).

E longa a histéria de associacéo das leveduras ao desenvolvimento da
civilizagdo. As leveduras tém uma grande diversidade de aplicagdes industriais,
como por exemplo, na industria de alimentos e bebidas, e sdo também
fornecedoras de enzimas, proteinas e compostos quimicos. Recentemente, a
importancia industrial das leveduras também se estendeu ao setor da saude
(biosensores, bioterapéutica, biofarmacia), estando ainda presentes na area
ambiental, como por exemplo, no tratamento de efluentes industriais
(BARBOSA et al., 2005; PINHEIRO, 2004; WALKER, 1998).

As leveduras tém a vantagem de serem organismos unicelulares de
rapido crescimento e de facil manipulagdo genética. A familia das leveduras
engloba cerca de 500 espécies conhecidas pelo homem com diversas
atividades metabdlicas. Dentre elas destacam-se como produtoras de etanol,
espécies do género Saccharomyces, Schizosaccharamyces, Pichia, dentre
outras. A espécie mais importante de levedura alcodlica € a Saccharomyces
cerevisiae, que possui um largo espectro de utilizagdo, sendo empregada na
producao de paes, bebidas (vinho e cerveja), etanol, etc. Sua biomassa pode
ser recuperada como subproduto de fermentacao e transformada em levedura
seca, que se constitui em matéria-prima para a fabricacdo de racdo animal ou
suplemento vitaminico para o homem (VENTURINI FILHO e MENDES, 2003;
WALKER, 1998). No entanto, as leveduras da espécie Saccharomyces sao das
poucas leveduras fermentativas que sdo capazes de crescer em condi¢gdes de
anaerobiose, enquanto que leveduras fermentativas dos géneros
Kluyveromyces e Candida necessitam de quantidades substanciais de oxigénio
para o seu metabolismo (PINHEIRO, 2004).
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As leveduras utilizadas na fabricacdo de aguardente sao linhagens de
Saccharomyces cerevisiae. Nas fermentagbes espontaneas, um grande
numero de géneros pode estar envolvido, como Candida, Hansenula,
Rhodotorula, Kluyveromyces, Kloeckera e Pichia. Entretanto, Saccharomyces
cerevisiae € a espécie predominante (PATARO et al., 2000; MORAIS et al.,
1997).

Na producédo de cachaga, o termo “pé de cuba” & geralmente utilizado
para designar o volume inicial de massa de fermento (in6culo) que é
adicionado ao mosto para que a fermentagao se realize. Os principais tipos de
fermento utilizados para se preparar um pé de cuba sado o natural ou “caipira”, o
prensado (leveduras de panificagédo) e as leveduras selecionadas. Na produg¢ao
de cachagca de alambique a fermentacdo espontanea ou natural é a mais
utilizada. O uso do fermento prensado ou de padaria é proibido pela legislagao
mineira (MINAS GERAIS, 2001), embora a legislagao federal ndo proiba a sua
utilizagao.

O preparo artesanal do fermento natural iniciador, também chamado
fermento “caipira” € usualmente feito a partir da mistura de caldo de cana-de-
acgucar diluido, suplementado com nutrientes como farelo de arroz, fuba,
canjiquinha, farinha de milho ou soja, dentre outros cereais, com adi¢do de
suco de liméo ou laranja para ajuste do pH (entre 4 e 5). Sdo feitas adi¢des
diarias de caldo de cana-de-agucar até se atingir um volume de cerca de 20%
do volume util da dorna de fermentagao, num periodo que pode durar entre oito
e quinze dias; em diversos casos, o prazo chega a ser de 25 a 30 dias. Neste
periodo as leveduras se reproduzem e o volume de massa celular aumenta e
desta forma, o in6culo é obtido a partir da fermentacao espontanea do caldo de
cana por leveduras selvagens principalmente Saccharomyces cerevisiae e
bactérias naturalmente presentes no caldo da cana-de-agucar, nos
equipamentos e nas dornas de fermentacdo (CARVALHO NETTO, 2007;
MALTA, 2006; VILELA, 2005; RIBEIRO, 2002; LIMA, 1999; NOBREGA, 1994).

A microbiota natural é constituida por leveduras que estdo presentes
principalmente na cana-de-agucar, ar e solo. Durante a propagacdo do
fermento natural para a producao de cachaca artesanal, a atividade microbiana
promove a acidificacdo do mosto e leva a um aumento na concentracao

alcodlica, acarretando o desaparecimento de algumas espécies de leveduras.
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Essas mudancas de pH no mosto e no conteudo alcodlico, junto com a alta
concentragédo de agucar (devido a adigédo diaria de caldo de cana), influenciam
a selecdo de espécies de leveduras prevalentes na producdo de cachaca
(MORAIS et al., 1997; PATARO et al., 2000).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € reconhecida como uma espécie
resistente a altas concentragdes de etanol (12 a 15 % vlv), elevadas
temperaturas, baixos valores de pH, que hidrolisa oligossacarideos, como a
maltotriose e a maltotretrose para a producao e transformagao em etanol, além
de tolerar alta concentragdo de acgucar (osmotolerante) (VILA NOVA, 2008;
GUIMARAES, 2005; PATARO et al., 2000).

A utilizacido de leveduras selecionadas tem sido pesquisada visando um
aumento da produtividade, vantagens tecnolégicas e melhoria das
caracteristicas sensoriais da cachaga (GUERRA et al., 2001; OLIVEIRA, 2001;
PATARO et al.,, 2000; MENDONCA, 1999). Muito esforco tem sido feito no
sentido de se obter linhagens de leveduras adequadas a fermentagao alcodlica
industrial, ndo apenas por procedimentos classicos de melhoramento genético,
como também por abordagens mais sofisticadas como a técnica do DNA
recombinante, mas poucos sao os relatos de seu emprego em escala industrial
(FIALHO, 2000; BASSO et al., 1993).

As industrias de vinhos e cervejas, ja ha um tempo tém utilizado
levedura selecionada (S. cerevisiae) para a produgéo destas bebidas devido a
suas caracteristicas como iniciar rapidamente a fermentagado, utilizacao
eficiente dos agucares presentes e tolerancia ao etanol, dentre outras. Nas
grandes destilarias brasileiras de alcool e mesmo em pequenas fabricas, ja é
comum o uso de fermentos selecionados no inicio da safra, mas ainda ha um
grande numero de fabricas que trabalha com leveduras de panificacdo
prensadas e com fermentos naturais caipiras. (FIALHO, 2000).

As leveduras utilizadas na producdo de bebidas alcodlicas devem
apresentar algumas caracteristicas como iniciar a fermentagcdo rapidamente,
possuir boa taxa de fermentagao, possuir relativa resisténcia a baixos valores
de pH, possuir alta tolerancia a altas concentragcdes de etanol e bom
rendimento; devem produzir a melhor concentracdo e balanco de compostos

secundarios desejaveis para a qualidade da bebida, apresentar estabilidade
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genética e ao fim da fermentagao, serem facilmente removidas do meio por
floculagéo ou centrifugacdo (OLIVEIRA, 2001; FIALHO, 2000).

2.5.1 Fermentacao alcodlica

A maior parte das necessidades energéticas de uma ceélula microbiana
destina-se a sintese de macromoléculas necessarias a sua sobrevivéncia e
reprodugao. A maior parte da energia utilizada pelas células provém da energia
quimica contida na molécula de adenosina trifosfato (ATP). O metabolismo das
leveduras refere-se a assimilagdo e desassimilagao bioquimica dos nutrientes
pelas células, o que por sua vez engloba todos os passos das reacdes
enzimaticas, assim como a sua regulacdo. No processo de degradacéo,
conhecido como catabolismo, os substratos sdo degradados pelas células,
produzindo intermediarios, poder redutor (sob a forma de NADH e NADPH) e
energia (ATP). No processo de biossintese, conhecido como anabolismo, as
células utilizam os produtos intermediarios, o poder redutor e a energia que
produziram para geragcdo de novas células. O conjunto dos processos de
anabolismo e catabolismo € conhecido como metabolismo (BARBOSA, et al.,
2005; WALKER, 1998; ROCHA, 1996).

Os acgucares representam a maior fonte de carbono e energia para a
fisiologia celular. Dentre todos os carboidratos, a glicose é o substrato
preferencial e ponto de partida para a maioria das vias metabdlicas. O primeiro
passo na utilizacdo de qualquer agucar por uma levedura normalmente é a
passagem intacta do agucar através da membrana celular ou a sua hidrélise
fora da membrana celular, seguida pela entrada na célula de alguns ou todos
seus produtos de hidrélise (CARVALHO et al., 2008; ROCHA, 1996). A maltose
e a maltotriose sdo exemplos de agucares que passam intactos através da
membrana celular, enquanto a sacarose € hidrolisada por uma enzima
extracelular, sendo seus produtos (glicose e frutose) metabolizados pela célula
(ALMEIDA e SILVA, 2005).

A sacarose € hidrolisada extracelularmente pela enzima invertase e as
hexoses resultantes sdo subsequentemente transportadas por transportadores

de hexoses. Uma vez no meio intracelular, as hexoses obtidas por meio da
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hidrolise da sacarose sao convertidas em glicose-6-fosfato, a partir do qual se
produz o piruvato, através das enzimas da glicolise (WALKER, 1998). Na
Figura 1 apresenta-se um esquema simplificado do metabolismo de uma
hexose e de um dissacarideo qualquer, que pode ser transportado para o

interior da célula intacto ou apos hidrélise prévia.

diszacaridec hezose diszacarideo
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Glacose-6-F

% NADH
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Acetil-CoA
ATP NADH
ADP e NADH

Figura 1. Representagdo esquematica do metabolismo de hexoses e

dissacarideos nas leveduras.
1. Dissacarideo; 2. Transportador da hexose; 3. Transportador do dissacarideo; 4. Conversao
da hexose em glicose-6-fosfato; 5. Enzimas glicoliticas; 6. Piruvato descarboxilase e alcool

desidrogenase; 7. Respiragao mitocondrial; 8. Ciclo dos acidos tricarboxilicos.
Fonte: Pinheiro (2004).
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A descricdo detalhada das vias metabdlicas dos agucares simples
encontra-se em diversas obras da literatura. Durante este processo metabdlico,
produz-se energia (ATP) e equivalentes reduzidos (NADH) (PINHEIRO, 2004;
ROCHA, 1996). A energia, sob a forma de ATP, podera ser utilizada na
realizacdo de diversos trabalhos fisiologicos (absorcédo, excregéo, e outros) e
biossintéticos, necessarios a manutencéo da vida, crescimento e multiplicacao
para perpetuacdo da espécie (LIMA, 2001). O NADH produzido durante a
glicolise pode ser oxidado a NAD+ através da convers&o do piruvato em etanol,
ou através da oxidagao pelo oxigénio na cadeia respiratéria. No processo da
respiragao, o piruvato é convertido em diéxido de carbono e agua no ciclo dos
acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs ou ciclo do acido citrico). Durante este
processo, produzem-se equivalentes redox para a produgcdo de ATP
(PINHEIRO, 2004).

Ambos os processos metabdlicos, fermentativo e respiratério, sdo muito
importantes em processos industriais. A fermentagcdo € essencial para a
producdo de dioxido de carbono e etanol, enquanto a respiracdo favorece a
producao de biomassa. O etanol e o gas carbénico resultantes da fermentagao
constituem tdo somente produtos de excreg¢ao das leveduras, sem utilidade
metabdlica para a célula em anaerobiose (CARDOSO, 2006; LIMA, 2001).
Entretanto, o etanol, bem como outros produtos de excregédo (como o glicerol e
acidos organicos como succinico, acético e outros) podem ser oxidados
metabolicamente, gerando mais ATP e biomassa, mas apenas em condigido de
aerobiose (WALKER, 1998).

As principais vias metabdlicas envolvidas na obtencdo dos
intermediarios necessarios a sintese celular sao a via EMP (Embden-Meyerhof-
Parnas), a via HMP (hexose monofosfato), o ciclo TCA (ciclo dos acidos
tricarboxilicos) e o ciclo do glioxilato (PINHEIRO, 2004). A glicose e a frutose
sao transportadas para o interior da célula por difusao facilitada e através de
uma fosforilacdo, as hexoses intracelulares entram entdo num mecanismo
glicolitico. Numa primeira fase, em condigdes de aerobiose e baixa
concentragdo de agucar, a glicose sofre uma glicdlise pela via EMP a piruvato,
com produgao de energia sob a forma de ATP. O piruvato é depois oxidado no
ciclo dos acidos tricarboxilicos a dioxido de carbono e agua. Esta via

metabdlica converte apenas 70 a 94 % da glicose em piruvato. O restante &
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metabolizado pela via das fosfato-pentoses (HMP) que tem um papel
importante na produgao de poder redutor na forma de NADPH, mas que produz
apenas metade da energia produzida através da via EMP. As reagdes desta via
sao diferentes, mas o produto final também é o piruvato (ROCHA, 1996).

Dos fatores ambientais que regulam o metabolismo respiratorio e
fermentativo em células de leveduras, a disponibilidade de glicose e oxigénio é
o0 mais descrito pela literatura e esta diretamente relacionado a diversos
fendbmenos de regulagdo metabdlica (PINHEIRO, 2004; WALKER, 1998). Nas
leveduras, as vias bioquimicas podem ser reguladas a varios niveis. Nestes
niveis, podem ser incluidas a sintese enzimatica (indugcdo, repressao,
desrepressao de genes), a atividade enzimatica (ativagao alostérica, inibigdo
de isoenzimas) e a distribuigédo celular (localizagdo na mitocéndria das enzimas
respiratorias) (WALKER, 1998).

No caso de algumas leveduras, entre elas a Saccharomyces cerevisiae,
em presenca de glicose e mesmo em condi¢cdes estritamente aerobias, o
metabolismo é do tipo fermentativo. Esse comportamento metabdlico €
provocado por um efeito conhecido como efeito Crabtree ou repressao
catabodlica. Em outras palavras, o efeito Crabtree pode ser definido como a
ocorréncia de fermentacdo alcodlica em condigdes aerdbias, na presenca de
excesso de acucar. Esse efeito se pronuncia em condigdes onde a
concentragao de glicose ultrapassa um valor limite. O mecanismo responsavel
pela repressdao catabodlica pode ser bastante complexo, entretanto, alguns
estudos mostram que ocorre principalmente através do forte efeito repressivo
da (glicose sobre a atividade de enzimas respiratérias e também,
possivelmente, pela inibicdo da expressao genética de enzimas constituintes
da via respiratoria, fazendo com que parte do piruvato que nao pode ser
oxidado pelo ciclo dos acidos tricarboxilicos seja reduzido a etanol pelo
processo fermentativo (BAKKER et al., 2001).

Um outro efeito conhecido como efeito Pasteur, aplica-se a inducédo da
respiracdo pelo oxigénio, com a concomitante diminuicdo da atividade
fermentativa das células. Contudo, este fenbmeno s6 pode ser observado com
pequenas concentragdes de glicose, menos de 5 mM, em culturas de levedura
Saccharomyces cerevisiae, ou em condi¢des de limitacdo de determinados

nutrientes, e esta associado a um decréscimo da afinidade do consumo do
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acucar em condicdes aerobias (WALKER, 1998; BARNETT, 1997; FIECHTER
et al., 1981). Em outras palavras, o efeito Pasteur consiste na inibicdo do
metabolismo redutivo pela respiragcdo, o que leva a uma menor utilizacdo da
glicose pela levedura em situagbes aerdbias do que em situagcées anaerdbias.
Se a concentragao de glicose disponivel é elevada, o efeito Pasteur € inibido,
favorecendo a ocorréncia do efeito Crabtree. Por este motivo, o efeito Crabtree
€ muitas vezes designado de efeito contra-Pasteur (WALKER, 1998).

A principal diferenga entre o efeito Pasteur e o efeito Crabtree € que no
primeiro, observa-se a tendéncia da levedura respirar em meios anaerobios,
enquanto no segundo, constata-se que a levedura pode fermentar mesmo na
presenca de oxigénio. E sabido que a glicose e a frutose em elevadas
concentracdes reprimem a respiracdo da levedura alcodlica. Dessa forma, a
respiracdo pela levedura apenas é possivel na presenca de oxigénio e baixa
concentracao de agucar; em todas as outras possibilidades ambientais, a célula
devera fermentar preferencialmente (CARVALHO et al., 2008; NOGUEIRA e
VENTURINE FILHO, 2005).

A glicose é convertida a piruvato pela via glicolitica e o piruvato é
convertido em etanol e CO, em um processo de dois passos. No primeiro
passo, o0 piruvato sofre a descarboxilacdo em uma reagao irreversivel
catalisada pela piruvato descarboxilase. Esta reagcdo € uma descarboxilacéo
simples e nao envolve oxidagdo do piruvato. No segundo passo, através da
acao da alcool desidrogenase, o acetaldeido é reduzido a etanol, com o NADH,
fornecendo poder redutor. A equacdo geral da fermentagcdo alcodlica é
(LEHNINGER, 1995):

CeH1206 + 2 ADP +2P; ——» 2CH3;CH,OH + 2CO, + 2ATP 2H,0

Estima-se que 5% do agucar metabolizado pela levedura seja desviado
para gerar produtos secundarios de fermentagao resultando num rendimento
de 95 % de etanol quando utilizados mostos sintéticos. J& em condigbes
industriais, nas quais fatores fisicos, quimicos e microbiologicos afetam a
levedura, rendimentos de 90 % normalmente sdo obtidos, o que implica em
desvios de 10 % do agucar processado para a formagédo de outros produtos
que nao o etanol (LIMA, 2001).
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O rendimento da fermentacdo pode variar dependendo do tipo de
fermento utilizado. Nobrega (1994) ao trabalhar com dois tipos de fermentos
(caipira e prensado) inoculados em mostos de caldo de cana-de-agucar,
verificou que a fermentagao natural, usando fermento caipira, durou 61 horas
de fermentagao, possuindo o dobro do periodo de tempo de fermentagcdo em
relagdo a fermentacao induzida, que durou 33 horas de fermentagao, utilizando
fermento prensado, possibilitando entdo um aumento na quantidade de
produtos secundarios, o que pode ser favoravel, dentro de certos limites
quando tratamos de qualidade sensorial em bebidas alcodlicas.

Com base na estequiometria resumida da reacdo de fermentacao
alcodlica pode-se calcular o equivalente em agucar consumido para formacao
de cada um dos produtos da fermentagdo, incluindo a biomassa (Tabela 3).
Dessa forma, 180 g de glicose produzem 92 g de etanol e 88 g de gas
carbénico. O rendimento ideal da fermentacdo vem da relagdo em que 100 g
de glicose formariam 51,11 g de etanol e 48,89 g de CO,. Considerando-se a
densidade do etanol a 20 °C como 0,789 g.mL', as 100 g de glicose
forneceriam 64,7 mL de etanol (NOBREGA, 1994).

Diversos fatores, fisicos (temperatura, pressao osmética), quimicos (pH,
oxigenagao, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbiologicos
(espécie, linhagem e concentragdo da levedura, contaminagcdo bacteriana),
afetam o rendimento da fermentacdo. Geralmente, as quedas na eficiéncia
fermentativa decorrem de uma alteragcdo na estequiometria do processo,
levando a maior formag&do de produtos secundarios (especialmente glicerol e

acidos organicos) e biomassa (LIMA, 2001).

Tabela 3. Producéo dos diversos produtos da fermentagao alcodlica, em g.100
g’ de glicose metabolizada de acordo com varias fontes e para diferentes
eficiéncias fermentativas.

Produto da Jackman (1987 Basso et al. (1996
Fermentaggo Pasteur 95 % 50059 aoon s )
Etanol 48,5 45,0-49,0 43,0-47,0
Gas Carbonico 46,4 43,0-47,0 41,0-45,0
Glicerol 3,3 2,0-50 3,0-6,0
Acido succinico 0,6 05-15 0,3-1,2
Acido acético - 0,0-14 0,1-0,7
Oleo fusel - 0,2-0,6 -
Butilenoglicol - 0,2-0,6 -
Biomassa (massa seca) 1,2 0,7-1,7 1,0-2,0

Fonte: Lima (2001)
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As leveduras ndo sao micro-organismos muito exigentes em termos
nutricionais e cuja necessidade depende das condigbes do meio e do modo de
crescimento. O crescimento das leveduras esta diretamente relacionado com a
presenca de todas as substancias necessarias a sintese de material celular e a
produgdo de energia durante a biossintese. As substancias que compdem o
meio de cultura devem estar em proporgdo com as que constituem as células.
A quantidade e o tipo de nutrientes necessarios as células variam de acordo

com a respectiva estirpe de levedura (BOZE et al., 1992).

2.6 Compostos volateis presentes na cachaga

A fermentacgao alcodlica é a principal etapa do processo de produgao de
aguardente de cana, pois € a fase na qual sdo produzidos os principais
componentes quimicos da bebida, pela agao direta ou indireta da levedura e de
outros microrganismos atuantes nesta fase. A producdo destes compostos
pode ser influenciada ndo somente pela qualidade da matéria-prima, mas
também pelas condi¢cdes de assepsia nas operagdes de moagem e filtragem e,

sobretudo, pela condugéo do processo fermentativo (CHERUBIN, 1998).

2.6.1 Acidos organicos

A acidez de uma cachaga é de grande importancia, constituindo um fator
de qualidade, uma vez que durante a produgdo da bebida, os acidos organicos
volateis reagem com os alcoois presentes, aumentando a formagédo dos
ésteres, que sao um dos constituintes responsaveis pelo aroma, além de
conferir corpo as bebidas destiladas (JERONIMO 2004; CHERUBIN, 1998).

O conteudo de acidos organicos € expresso pela acidez volatil, fixa ou
total, sendo esta ultima a soma das duas anteriores. Os acidos organicos
volateis sdo os mais comuns em bebidas destiladas. Além do acido acético e
lactico, que sao subprodutos normais da fermentagdo alcodlica, estao
presentes os acidos formico, butirico, propidnico e outros em quantidades

pequenas. Os acidos fixos sdo principalmente o tartarico, citrico e malico
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(NOBREGA, 1994). O &cido acético é quantitativamente predominante e sua
concentracgéo varia de 60 a 95 % da acidez total. O excesso de acidez promove
sabor indesejado e ligeiramente “agressivo” em aguardente de cana,
depreciando a qualidade da bebida (JANZANTTI, 2004; CHERUBIN, 1998). As
propor¢cdes dos acidos nas bebidas alcodlicas sao determinadas em grande
extensdo pela linhagem da levedura e condi¢gdes de fermentagéo e, em menor
extensdo, pelo substrato utilizado (JANZANTTI, 2004). Sacharomyces
cerevisae na presenca de oxigénio pode converter até 30 % do agucar do
mosto em acido acético (BATISTA, 2008).

Frequentemente, quantidades elevadas de acidez sao associadas a
praticas de estocagem inadequada da cana e contaminagdes do mosto com
bactérias acéticas, decorrente de um tempo excessivo entre o processo de
fermentagao e a destilacdo (BATISTA, 2008; CARDOSO, 2006; FARIA, 1989).
Com o envelhecimento, a aguardente apresenta um aumento de acidez devido
a fatores como incorporagdo de acidos existentes na madeira (acido tanico,
acido galico) a bebida estocada e oxidacdo de etanol a acido acético
(CARVALHO, 2001).

Vilela et al. (2007) avaliando a composic¢ao fisico-quimica de cachacas
adquiridas no Sul de Minas encontrou duas amostras com teor acima do
permitido pela legislagdo sendo que uma delas apresentou um teor de acidez
volatil muito elevado (288,55 mg.100 mL™" de alcool anidro). Em estudo
realizado por Silva (2008) a acidez volatil das cachacgas apresentou-se fora dos
padroes legais exigidos pela legislacdo para 9 (29 %) de 31 amostras
analisadas. Miranda et al. (2008) avaliando o perfil quimico de aguardentes
envelhecidas concluiram que todas as amostras avaliadas estavam dentro dos

padrdes exigidos pela legislagao.

2.6.2 Esteres

Os ésteres sao numericamente o maior grupo de compostos de aroma
em bebidas destiladas, sendo oriundos da fermentacdo, da destilacdo e do
envelhecimento. Tanto a quantidade como as proporcdes relativas sao de

grande importancia para a percepgao do aroma das bebidas, pois os ésteres
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conferem aromas caracteristicos, até mesmo quando presentes em baixa
concentracdo e possuem papel fundamental nas caracteristicas de aroma. A
maior parte dos ésteres € constituida por ésteres de etila, formados durante a
fermentacao e destilados junto com o etanol. Estas reagdes ocorrem porque o
etanol pode reagir com acidos derivados do acido piruvico, como acido latico e
acético, bem como acidos organicos de cadeias curtas (butirico, caproico,
caprilico, caprico e laurico) (JANZANTI, 2004; JERONIMO, 2004).

Varios fatores interferem na sintese de ésteres, tais como a estirpe da
levedura, a composicao do meio, aeragao (inibe a formacado de ésteres) e
temperatura (BERRY, 1995; PEDDIE, 1990). O principal éster da cachacga é o
acetato de etila, o qual em pequenas concentragcdes incorpora um aroma de
frutas a bebida, que é desejavel e agradavel. Em quantidades excessivas,
porém, confere aroma indesejavel e enjoativo (CARDOSO, 2006; JERONIMO,
2004; PEREIRA et al., 2003; MAIA, 1994).

Pereira et al. (2003) avaliando amostras de cachaga concluiram que em
relacdo aos ésteres, expressos em acetato de etila, todas as amostras
analisadas estavam em conformidade com a legislagao brasileira. Resultado
semelhante foi encontrado por Miranda et al. (2008), Vilela et al. (2007) e

Bogusz Junior et al. (2006).

2.6.3 Aldeidos

Os aldeidos, principalmente o acetaldeido, s&o co-produtos normais da
fermentacdo alcodlica e representam a fracdo mais volatil encontrada nas
bebidas alcoodlicas, sendo a maioria formada durante estagios preliminares do
processo de fermentacdo, tendendo a desaparecer nas etapas finais, desde
que o mosto sofra aeragdo. A formacao de aldeidos depende da levedura,
assim como das condi¢cdes de fermentacdo (PEREIRA et al., 2003; YOKOYA,
1995; PIGGOTT, 2003). Sao intermediarios da formagéo dos alcoois formados
pela descarboxilagdo de oxoacidos, ou entdo pela oxidacdo dos respectivos
alcoois como ocorre com o furfural e o hidroximetilfurfural (CARDOSO, 2006).

De modo geral, os aldeidos com até oito atomos de carbono tém aromas

penetrantes, geralmente enjoativos, afetam o aroma das bebidas alcodlicas e
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por isso sdo considerados indesejaveis. A formacado desses aldeidos nao
possui ocorréncia restrita na fermentagdo. O acetaldeido, por exemplo, em
fermentagdes normais aparece no mosto durante as primeiras horas, porém
diminui sua concentragdo ao longo da fermentagdo, podendo praticamente
desaparecer no final do processo por meio da oxidacdo a acido acético
(BATISTA, 2008; CARVALHO, 2001). O acetaldeido € encontrado em maior
quantidade nas bebidas alcodlicas, constituindo mais de 90 % do conteudo de
aldeidos em uisque, conhaque e rum (NYKANEN, 1986).

Os aldeidos, embora sejam constituintes normais em vinhos e
destilados, podem produzir modificagdes indesejaveis sobre o aroma deles
(CURVELO-GARCIA, 1988). Quando presentes no produto final, em excesso,
podem provocar nauseas, vomitos, cefaléia, decréscimo da pressio cardiaca e
taquicardia (BOGUSZ JUNIOR et al., 2006).

Outro aldeido importante em bebidas destiladas € a acroleina (2-
propenal), formada pela desidratacdo do glicerol durante a destilagdo. Sua
presenga em aguardente de cana € indesejavel devido ao seu forte odor
pungente (CHERUBIN, 1998). A intoxicagédo por aldeidos pode levar a sérios
problemas relacionados com o sistema nervoso central (CARDOSO, 2006).

Em estudo realizado por Pereira et al. (2003) duas amostras (4,44 %)
das 45 amostras de cachacga analisadas apresentaram-se acima dos padrdes
estabelecidos pela legislagao brasileira para aldeidos totais. Miranda et al.
(2008) avaliando o perfil quimico de aguardentes envelhecidas nao
encontraram amostras acima do permitido pela legislagdo. Em pesquisa
realizada por Miranda et al. (2007), das 94 marcas de cachaga avaliadas, 16
estavam em desacordo com os padrdes legais vigentes para teor de aldeidos

totais.

2.6.4 Alcoois superiores

Os alcoois superiores sao conhecidos também como dleo fusel e
formam quantitativamente o maior grupo de compostos responsaveis pelo
aroma e sabor das bebidas alcodlicas (NYKANEN e NYKANEN, 1991). Os

principais alcoois produzidos pelas leveduras, além do etanol, sdo alcoois que
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possuem mais de dois carbonos em sua cadeia como 1-propanol, butanol,
isobutanol, 2-metilbutanol, 3-metilbutanol, hexanol e 2-feniletanol. Apds o
etanol, o alcool isoamilico é o principal alcool sintetizado durante a fermentacéao
e dependendo da natureza da bebida, pode perfazer 40 a 70 % do total da
fracdo de oleo fusel (JANZANTTI, 2004). Os principais alcoois superiores
encontrados nas aguardentes de cana s&o amilico, isoamilico, propanol,
isobutanol, isopropanol e butanol. Os alcoois hexilico, heptilico e otilico estao
presentes em minimas quantidades (LIMA, 1964).

A producao de alcoois superiores parece ser uma caracteristica das
leveduras em geral, e as quantidades produzidas variam com o género,
espécie e provavelmente com a linhagem utilizada e também com as condi¢des
de fermentacdo. Os alcoois superiores sdo formados a partir do desvio do
metabolismo dos aminoacidos pelas leveduras, ocasido em que o cetoacido
envolvido € descarboxilado a aldeido com posterior redugao a alcool superior.
Com o aumento do numero de carbonos o aroma modifica-se substancialmente
e os alcoois ficam oleosos; alguns lembram aroma de flores (CARDOSO,
2006). A quantidade formada é influenciada pela composicdo do meio
(concentragao de agucar, pH, concentracao e tipo de fonte de nitrogénio), pela
temperatura, pelo grau de aeragao durante a fermentagao além da linhagem da
levedura. A formacao de alcoois superiores € maior quando a fermentacao for
mais demorada, resultante da atividade de fermento mais fraco. Opostamente
aos esteres, a sintese de alcoois superiores € estimulada por oxigénio e esta
relacionada linearmente ao crescimento da levedura (GIUDICI et al., 1990).

Semelhante ao metanol e etanol, os alcoois superiores apresentam
propriedades biolégicas, sendo depressores do sistema nervoso central.
Entretanto ndo provocam acidose nem lesdo na retina (MAIA, 1994). A
presenca de altos teores de alcoois superiores, principalmente de 1-propanol,
esta associado a aguardente de qualidade sensorial inferior. Sugere-se haver
uma ligagao entre sintomas como dor de cabecga, nadusea e fraqueza muscular
quando se consome em excesso bebidas alcodlicas com quantidades elevadas
de alcoois superiores (CARVALHO, 2001).

De 45 amostras de aguardente analisadas por Pereira et al. (2003), 7
amostras (15,6 %) apresentaram alcoois superiores fora dos padrbes exigidos

pela legislagao. Ja Vilela et al. (2007) concluiram que nenhuma das amostras
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avaliadas apresentou concentragcdo superior ao limite estabelecido pela
legislacdo para alcoois superiores. Em pesquisa realizada por Miranda et al.
(2007), de 94 marcas de cachaga avaliadas, apenas 4 estavam em desacordo

com os padrdes legais vigentes para teor de alcoois superiores.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material experimental

3.1.1 Variedades de cana-de-acucar

Neste trabalho, utilizou-se as variedades de cana-de-agucar RB 85-5536
e SP 80-3280 para a producdo de cachaca por serem variedades que
apresentam caracteristicas favoraveis a sua utilizagado na produg¢ao de agucar e
alcool, sendo assim, podem ser utilizadas na produg¢ao de cachacga, e também
por serem variedades indicadas para plantio na regido de Vigosa, cuja
topografia acidentada exige do produtor maior cuidado no manejo e
conservagao do solo.

As variedades foram produzidas na estacdo experimental de cana-de-
acucar da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e adquiridas no final de
setembro de 2008. Foram colhidas apresentando um teor médio de sodlidos
soluveis de 23 °Brix e moidas em moenda elétrica de um unico terno no
mesmo dia da colheita. O caldo extraido foi filtrado em filtro de nylon com aro
de plastico para remogao de impurezas como terra e bagacilho e armazenado
em galdes de polietileno de 20 L e garrafas de polietileno tereftalato (PET),
devidamente higienizados e armazenados em camara fria a -8 °C + 2 °C no
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da UFV durante 3 meses até
a sua utilizagao.

A colheita das canas-de-agucar e o0s processos de moagem e
armazenamento do caldo foram realizados em dias diferentes para cada
variedade, SP80-3280 e RB85-5536, com intervalo de uma semana entre si.
Algumas caracteristicas das variedades de cana-de-agucar RB85-5536 e
SP80-3280 encontram-se na Tabela 4.

O caldo de cana-de-agucar foi descongelado, colocando-o a temperatura
de refrigeracao por 12 horas, filtrado utilizando-se filtro de nylon com aro de
plastico, diluido com agua destilada a concentragcado de 14 °Brix e submetido a
fermentagcao alcodlica por 3 tipos de fermento: caipira, selecionado e misto

(caipira + selecionado).
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Tabela 4. Caracteristicas agroindustriais, morfolégicas e de tolerdncia a
doengas e pragas de duas variedades de cana-de-agucar recomendadas para
produgao de cachaga.

Caracteristicas Variedades
RB 85-5536' SP 80-3280°
Produtividade(1) alta alta
Maturagéo(2) média média
Teor de sacarose(1) alto alto
Colheita jun - set jun - ago
Exigéncia/fertilidade dos solos(3) média média
Brotagao de soca(4) boa boa
Tombamento(5) raro pouco
Sensibilidade a herbicidas ausente média
Ferrugem(6) tolerante tolerante
Carvao(6) tolerante tolerante
Broca/podriddes(6) intermediaria suscetivel

(1) Caracteristicas agroindustriais: Alto ou Bom, Médio e Baixo ou Ausente; (2) Maturagédo: Precoce, Média e Tardia;
(3) Exigéncia em fertilidade de solos: Alta, Média e Baixa; (4) Brotagdo de soca sob condi¢cdes de pisoteio,
Perfilhamento, Fechamento de entrelinhas (referem-se a velocidade de crescimento e sombreamento do solo
minimizando a mato-competicdo): Bom, Médio e Regular; (5) Tombamento dos colmos esta relacionado com o habito
de crescimento da planta, o qual varia de ereto a decumbente: Freqliente, Pouco e Raro; (6) Doengas e complexo
broca/podriddes: Tolerante, Intermediaria e Suscetivel.

Fonte: Silveira et al, 2002";Macedo et al, 2009%.

3.1.2 Fermentos

Neste trabalho foram utilizados trés tipos de fermento para a produgao
de cachaca: fermentos caipiras, fermentos selecionados e fermentos mistos
(caipira + selecionado).

Foram utilizados trés fermentos caipiras fornecidos por pequenos
produtores de cachaca dos municipios de Santa Cruz do Escalvado - MG e
Raul Soares - MG. Para o preparo de cada fermento, um recipiente de plastico
de capacidade de 100 L foi devidamente higienizado. Em um recipiente a parte
foi misturado manualmente o farelo de arroz e fuba (cerca de 50 g de cada),
adicionado de suco de limao (cerca de 4 limdes) para ajuste do pH (entre 4 e
5). Foi feito uma pasta com estes ingredientes, que foi acondicionada em um
saco limpo de algoddo bem amarrado, e este saco foi preso no fundo do

recipiente de plastico. Adicionou-se sobre a pasta fixada no recipiente 25 L de
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caldo de cana-de-agucar proveniente de uma planta madura, fresca e sadia, a
aproximadamente 8 °Brix e 26 °C. O recipiente foi coberto com um pano de
algodao limpo e umido e incubado a temperatura ambiente (25 °C + 2 °C).
Foram feitas adi¢cdes diarias de caldo de cana-de-agucar em média com o
mesmo teor de solidos soluveis que o caldo de cana inicial durante
aproximadamente 15 dias. Apds esse periodo, os fermentos foram enviados
para o Laboratério de Produgéo e Controle de Qualidade de bebidas (LPQB) do
DTA/UFV e identificados como FC1, FC2 e FC3, provenientes de produtores
distintos de cachaga da regiao.

Os fermentos selecionados foram adquiridos em empresas
especializadas em ingredientes e insumos para a industria de bebidas. As
linhagens utilizadas neste experimento foram Maurivin BP-725 (FS1),
Mauriferm Y-904 (FS2) e Saflager W-34/70 (FS3) todos proprios para
fermentagdes alcodlicas, porém mais adequados para outros substratos. O
fermento Saflager W-34/70 é constituido por uma estirpe de Saccharomyces
cerevisiae de alta sedimentacao isolada na Alemanha e utilizada no mundo
inteiro na industria cervejeira. O fermento Maurivin BP-725 é constituido por
uma estirpe de Saccharomyces cerevisiae tolerante a altas concentragdes de
etanol e de alta sedimentacao utilizada para producédo de vinho. O fermento
Mauriferm Y-904 é constituido por uma estirpe de Saccharomyces cerevisiae
altamente tolerante a temperaturas elevadas e indicada para producido de
vinhos em geral. Essas variedades foram escolhidas com o objetivo de avaliar
a sua adaptacdo ao caldo de cana-de-agcucar como substrato e verificar a
qualidade das bebidas obtidas a partir do vinho proveniente de suas
fermentacdes.

Os fermentos mistos foram preparados com proporgdes de 60 % em
peso umido (massa umida de células) de fermento caipira e 40 % em peso
umido (massa umida de células) de fermento selecionado. A massa umida de
células foi obtida a partir da centrifugacédo a 1000 X g durante 15 minutos do
vinho resultante das fermentacbes da ativacdo dos fermentos descrito em
3.3.1. A proporc¢ao total de fermento caipira foi composta por 20 % em peso
umido (massa umida de células) de cada um dos fermentos mencionados
anteriormente (FC1, FC2 e FC3) perfazendo o total de 60 % e cada um dos

fermentos selecionados (FS1, FS2 e FS3) constituia os 40 % restante da
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massa umida de células. Os fermentos mistos foram identificados como FM1
(caipiras + FS3), FM2 (caipiras + FS2) e FM3 (caipiras + FS1), de acordo com
o fermento selecionado que fazia parte de sua composicao.

As cachacas foram obtidas da fracdo corag¢ao dos destilados de vinho de
cana-de-agucar provenientes das fermentagdes realizadas com os fermentos
caipiras, selecionados e mistos e as variedades de cana RB85-5536 e SP80-
3280. Os processos de fermentacdo e destilagdo foram conduzidos nos
Laboratérios de Pesquisa e Qualidade de Bebidas (LPQB) e de Biomoléculas e
Bioprocessos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal de Vigosa - UFV.

3.2 Procedimento experimental

A fermentagdo dos mostos foi conduzida em batelada e em escala de
laboratério utilizando baldes de vidro com capacidade para 3 litros, cobertos
com parafilm possuindo um pequeno orificio para liberagdo de CO, e para
coleta de amostra. Ao volume de mosto de 2,5 litros foram inoculados 1,0 %
em peso umido dos fermentos previamente ativados nos caldos de cana das
duas variedades de cana selecionadas para o experimento como descrito no
item 3.2.1.

As fermentacdes foram conduzidas em incubadora BOD Nova Etica, na
temperatura de 28 °C + 2 °C e foi feito o acompanhamento do processo
fermentativo pela medigdo do consumo de substrato, formagao de produto e
acidez volatil em intervalos de tempo (0, 24, 48 e 57 horas) durante a evolugao
da fermentagdo. Apds a obtengcdo do caldo de cana fermentado (vinho), a
destilagao foi realizada em escala de laboratério utilizando um alambique de
cobre com capacidade para 3 litros da marca Santa Efigénia. O volume de
destilado foi calculado em fungao do volume e teor alcodlico do vinho (v/v) e da
concentracido de alcool esperada na cachaga. Os produtos da destilacdo foram
divididos em fracbes de cabecga, coracdo e cauda. Os primeiros 10 % de
destilado foram recolhidos como cabeca, os 80 % de destilado posterior foram

recolhidos como coragéo e os ultimos 10 % destilados foram recolhidos como
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cauda. As destilacbes foram conduzidas em batelada e foram conduzidas de
forma lenta sendo que o menor tempo de destilagao obtido foi de 2 horas.

As fracbes coracdo de destilado obtidas foram analisadas em
cromatografia gasosa em relagao aos principais compostos volateis presentes:
esteres totais expressos em acetato de etila, aldeidos totais expressos em
acetaldeido e alcoois superiores, expressos pela soma dos alcoois isoamilico,
isobutilico e 1-propanol.

3.3 Métodos

3.3.1 Ativagao dos fermentos

Os trés fermentos naturais (caipiras) foram coletados pelos proprios
produtores dos municipios de Santa Cruz do Escalvado e Raul Soares, Minas
Gerais, nas condicbes citadas no item 3.1.2 e enviados ao LPQB e
armazenados em camara fria a 5 °C + 2 °C até sua utilizacdo. Inicialmente, 20
% viv de fermento foram ativados em 2 L de caldo de cana da variedade RB
85-5536 a 14 °Brix, incubados a 28 °C por 24 h e em seguida foram
adicionados 2 L da variedade de cana SP 80-3280 na mesma concentragao de
solidos soluveis e incubados por mais 24 h na mesma temperatura. Apos esse
tempo, o mosto fermentado foi separado do fermento decantado retirando-se o
sobrenadante de forma que n&o fosse feito nenhum movimento que
provocasse a suspensao do fermento decantado e este por sua vez, foi
centrifugado a 1000 X g, a fim de se obter uma massa umida de células. Os
fermentos selecionados foram ativados conforme citado anteriormente,
entretanto a concentragdo de fermento liofilizado utilizada foi apenas 1 % m/v.

Os fermentos mistos foram compostos em combinacdes apresentadas
no item 3.1.2 nas proporgdes de 60 % m/v de fermento caipira e 40 % m/v de
fermento selecionado. Os fermentos caipiras e selecionados utilizados para
esta composicdo foram os mesmos citados no item 3.1.2 e a sua ativagéo
também ocorreu conforme este item. Cada fermento foi ativado em um baléo
separado, foram centrifugados e as proporgdes a serem utilizadas preparadas

no momento da sua utilizagdo nos ensaios.
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3.3.2 Determinacgédo de sélidos sollveis e agucares redutores totais no mosto e

vinho

O acompanhamento da atenuagao dos soélidos soluveis no mosto foi feito
por refratometria, utilizando um refratdbmetro portatil com escala de 0 a 32 °Brix,
a partir de aliquotas do sobrenadante obtido da centrifugagdo do mosto e
vinho. Uma gota de amostra foi disposta sobre o prisma do equipamento e este
foi colocado contra a luz para se ter a leitura do teor de sdlidos soluveis,
expresso em graus Brix.

O teor de acgucares redutores totais no mosto (tempo inicial da
fermentacao) e vinho (tempo final da fermentagao) foi determinado pelo método
do acido 3,5-dinitrossalicilico DNS (MILLER, 1959) apds hidrolise acida da
sacarose presente no meio com 1 mL de HCI (acido cloridrico) segundo
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2004). O procedimento experimental
consistiu em adicionar num tubo de ensaio, 1 mL de amostra previamente
hidrolisada a 3 mL de reagente DNS, agitar em agitador de tubos tipo vortex e
colocar os tubos num banho em ebulicdo durante 5 min. Apds resfriamento,
adicionou-se 16 mL de agua destilada e leu-se a absorbéncia a 540 nm em
espectrofotometro Thermospectronic Biomate 5. Para o branco substituiu-se a
amostra por agua destilada e seguiu-se o mesmo procedimento. A
concentragdo de sacarose foi determinada recorrendo a uma curva de
calibracdo que relacionava absorbancia e concentracdo de sacarose

hidrolisada.

3.3.3 Determinacédo do teor alcodlico do mosto, vinho e cachaca

A determinagéo do teor alcodlico do mosto, vinho e cachaca foi feita de
acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz (2004). Aliquotas do mosto e
vinho nos tempos 0, 24, 48 e 57 horas de fermentagao foram centrifugadas a
1000 X g por 10 minutos e em seguida 100 mL do sobrenadante foi destilado
em destilador eletrénico Gibertini em fungao prépria para este fim. As amostras
de cachaca foram apenas destiladas em destilador eletrénico. O destilado foi

analisado por picnometria para determinacédo da densidade relativa da amostra
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a 20 °C. A tabela densidade x grau alcodlico disponivel no manual do préprio
aparelho foi consultada e o teor alcodlico determinado em % v/v de acordo com

a densidade relativa da amostra.

3.3.4 Determinacao da acidez volatil do mosto, vinho e cachaca

A acidez volatii do mosto, vinho e cachaca foi determinada por
titulometria com utilizacdo de solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 mol.L™".
Aliquotas do mosto e vinho nos tempos 0, 24, 48 e 57 horas de fermentagao
foram centrifugadas a 1000 X g por 10 minutos. Em seguida, 20 mL de amostra
(mosto, vinho e cachaga) foram destilados por arraste de vapor em destilador
eletrbnico Gibertini conforme descrito em manual de utilizagdo do aparelho e
titulados com NaOH utilizando trés gotas de fenolftaleina como indicador
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2004).

3.3.5 Determinagd@o de compostos volateis por cromatografia gasosa

As amostras de cachaca foram analisadas por um cromatografo a gas
da marca Shimadzu, modelo 17A, com detector de ionizagdo de chama (GC-
FID), coluna capilar Supelco PAG (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). Os gases
utilizados foram hélio, ar sintético e hidrogénio, todos com alto grau de pureza
(99, 999 %). As condi¢des cromatograficas foram as seguintes: a programacgao
da temperatura da coluna no forno teve temperatura inicial de 35 °C por 5
minutos, aumentando 10 ‘C por minuto até 100 ‘C, permanecendo nesta
temperatura por 10 minutos, aumentando 10 °C por minuto até 180 °C;
temperatura do injetor de 180 °C, temperatura do detector de 200 "C; vazao do
gas de arraste (He) de 1 mL.min™"; vazdo da chama (Hz) de 20 mL.min™"; vaz&o
do ar sintético de 175 mL.min™' e razdo de divisdo split 2. A cromatografia
gasosa foi utilizada para quantificacdo de acetaldeido, acetato de etila, alcool
isoamilico, alcool isobutilico e 1-propanol. A identificacdo destes compostos
volateis foi feita pela comparacédo dos tempos de retencdo dos compostos com

0s picos da amostra e do padrdo, injetados nas mesmas condigbes. As
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amostras de aguardente foram injetadas diretamente, conforme feito em
estudos anteriores de analise cromatografica de cachaga (YOKOTA, 2002;
ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002; LABANCA, 2004).

3.3.6 Determinagéo do fator de conversao de substrato em etanol

O fator de conversao de substrato em etanol expressa a quantidade de
etanol formada por unidade de agucar consumido. Foi determinado segundo
Hiss (2001).

Em que:
P = massa de etanol final (g)

P0 = massa de etanol inicial (g)

S= massa de substrato residual no meio (final) (g)

SO = massa de substrato total adicionada ao meio (inicial) (g)

A determinac&o da concentracédo de etanol presente no mosto durante e
ao final da fermentacdo foi realizada em volume (% v/v). Para o calculo do
rendimento, converteram-se os valores para massa (% m/v), utilizando para o
calculo o valor da densidade do etanol & 20 °C, ou seja, 0,789 g.cm™.
Considerando esta transformacéo de unidades juntamente com o valor médio
de acucar consumido durante a fermentagdo, foi possivel determinar o

rendimento da fermentacao alcodlica.

3.3.7 Determinagé&o da eficiéncia da fermentagéo

A eficiéncia do processo fermentativo foi determinada segundo Hang et
al. (1981):

38



[alcool] produzido
Eficiéncia (%)= [alcool tedrico] a partir de agucares consumidos X100
(0,5119/9)

3.4 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em esquema fatorial (9x2) em delineamento
inteiramente casualizado, em que se avaliou nove tipos de fermentos (3
fermentos caipiras, 3 fermentos selecionados e 3 fermentos mistos) e duas
variedades de cana-de-agucar (RB 85-5536 e SP 80-3280) em duas
repeticdes. Os dados foram analisados por meio de analise de variancia (teste
F) e as médias foram comparadas pelo teste de Duncan, adotando-se o nivel
de significancia de 5 %. Os dados foram analisados por meio do programa SAS
(Statistical Analisys System) versao 9.1 licenciado para Universidade Federal

de Vicosa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliagao do processo fermentativo

4.1.2 Producéao de etanol

A producado de etanol pelos fermentos caipiras, selecionados e mistos
nos caldos das variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280 pode
ser observada nas Figuras 2, 3 e 4. Observou-se que os mostos das
variedades de cana-de-agucar utilizadas neste estudo, fermentados pelos trés
tipos de fermento, apresentaram teores alcodlicos finais variando de 5,4 % a
7,9 % v/v. Resultados semelhantes foram encontrados por Nobrega (1994) que
observou teores alcodlicos na faixa de 7 % em mostos obtidos com fermentos
selecionados e caipiras, apos respectivamente, 33 e 61 horas de fermentacao.
A producao de etanol por leveduras normalmente se encontra na faixa de 5 a
10 % v/v (LIMA, 2001; NOBREGA, 1994), cuja variacdo de concentracéo foi

observada no presente estudo assim como em outros trabalhos encontrados na
literatura.

—e—RB TA FC1

B —= RBTAFC2
E RB TA FC3
g SP TA FC1
o
S

—x—SP TA FC2
—e—SP TA FC3

0 T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo de fermentagao (horas)

* Médias de duas repeti¢gdes para cada variedade de cana-de-agucar.
Figura 2: Teor alcodlico produzido pelos fermentos caipiras nos mostos das

variedades de cana-de-acucar RB 85-5536 e SP 80-3280 durante o tempo de
fermentacao.
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—e—RB TA FS1
—s—RB TA FS2
RB TA FS3
SP TA FS1
—x—SP TA FS2
—e—SP TA FS3

% etanol vol/vol

0 10 20 30 40 50 60

Tempo de fermentacao (horas)

* Médias de duas repetigdes para cada variedade de cana-de-agucar.
Figura 3: Teor alcodlico produzido pelos fermentos selecionados nos mostos

das variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280 durante o tempo
de fermentacgao.

—e— RB TA FM1

% —= RB TA FM2
> RB TA FM3
g SP TA FM1
°
°

—x— SP TA FM2
—e— SP TA FM3

0 10 20 30 40 50 60

Tempo de fermentacgio (horas)

* Médias de duas repeti¢gdes para cada variedade de cana-de-agucar.
Figura 4: Teor alcodlico produzido pelos fermentos mistos nos mostos das

variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280 durante o tempo de
fermentacgao.

Silva et al. (2008) realizaram 16 fermentagdes alcodlicas de caldo de
cana-de-agucar utilizando fermento selecionado e encontraram valores de

etanol variando entre 6 € 9 % v/v. Em outro estudo realizado por Silva et al.
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(2009), os autores realizaram fermentagdes alcodlicas de caldo de cana-de-
acgucar utilizando leveduras de diferentes procedéncias e encontraram teores
alcodlicos ao final da fermentacdo que durou mais de 70 horas entre 5,4 € 9,2
% viv. O tempo de fermentagdo dos processos naturais pode variar de 16
horas a mais de dois dias (NOBREGA, 1994), estando o tempo de fermentagao
utilizado neste estudo condizente com os processos naturais de producao de
aguardente.

As médias de producdo de etanol ao final da fermentacao apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) para os diferentes tipos de fermento utilizados
(Tabela 5). Observou-se a formagao de cinco grupos distintos de médias
segundo o teste de Duncan (Tabela 6), onde a maior média para teor alcodlico
foi obtida pelo fermento selecionado FS2 (7,63 %) e a menor média pelo
fermento selecionado FS3 (5,44 %). Esses resultados podem ser explicados
em funcdo do fermento FS2 ser uma estirpe de Saccharomyces cerevisiae
selecionada para a produgao de vinhos em geral com altas concentragdes de
etanol e o fermento FS3 ser constituido por uma estirpe de Saccharomyces
cerevisiae selecionada para producao de cerveja. Assim, a selecdo de micro-
organismos destinados a producdo de cachaca € uma etapa importante do
processo produtivo, pois se pode aumentar o rendimento e a produtividade.

Em relagdo a variedade de cana n&o houve diferengas significativas
(p>0,05) quanto a producédo de etanol ao final da fermentagao (Tabela 5). A
média de etanol obtida pela fermentacdo da variedade de cana-de-agucar RB
85-5536 foi 6,78 % e a média de etanol obtida pela fermentacédo da variedade

de cana-de-acucar SP 80-3280 foi 6,58 % ao final do processo fermentativo.

Tabela 5: Resumo da Analise de Variancia para teor alcoodlico ao final do
processo fermentativo.

FV GL QM
FERMENTO 8 2,04*
VARIEDADE 1 0,35

FERMENTO*VARIEDADE 8 0,17
RESIDUO 18 0,19

* Significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 6: Média de teor alcodlico expressas em % de etanol v/v para cada tipo
de fermento ao final do processo fermentativo.

Média Fermento
7,63 FS22
7,41 FS1%®
7,24 FC2 %
6,95 FC1 2°
6,72 FM2 "
6,46 FMm1
6,29 FM3
5,96 FC3 %
5,44 FS3°

*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan.

4.1.2 Producao de acidez volatil

A producao de acidez volatil pelos fermentos caipiras, selecionados e
mistos nos caldos das variedades de cana-de-acucar RB 85-5536 e SP 80-
3280 durante o tempo de fermentagcédo pode ser observada nas Figuras 5, 6 e
7. As médias do teor de acidez volatil dos mostos ao final da fermentacao

variaram de 18,47 a 216,45 mg de acido acético.100 mL™" de amostra.

100 -

—e—RB FC1
—s—RB FC2
RB FC3
SP FC1
——SP FC2
—e—SP FC3

mg acido acético/100mL amostra

0 10 20 30 40 50 60

Tempo de fermentacao (horas)

* Médias de duas repeti¢cdes para cada variedade de cana-de-agucar.
Figura 5: Acidez volatil produzida pelos fermentos caipiras nos mostos das

variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280 durante o tempo de

fermentacao.
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250 -

200 +

—e—RB AV FS1
—s—RB AV FS2
RB AV FS3
SP AV F$1
—x—SP AV FS2
—e—SP AV FS3

mg acido acético/100mL amostra

Tempo de fermentacgao (horas)

* Médias de duas repeticdes para cada variedade de cana-de-agucar.

Figura 6: Acidez volatil produzida pelos fermentos selecionados nos mostos
das variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280 durante o tempo

de fermentacgao.

140 -

mg acido acético/100 mL amostra

—e—RB AV FM1
—=—RB AV FM2
RB AV FM3
SP AV FM1
—x— SP AV FM2
—e—SP AV FM3

0 10 20 30 40

Tempo de fermentacao (horas)

* Médias de duas repeticdes para cada variedade de cana-de-agucar.

Figura 7: Acidez volatil produzida pelos fermentos mistos nos mostos das
variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280 durante o tempo de

fermentacgao.

As médias do teor de acidez volatil produzido nos mostos ao final do

processo fermentativo diferiram estatisticamente entre si (p<0,05) para os tipos

de fermento e variedades de cana-de-agucar utilizadas neste experimento
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(Tabela 7). Observou-se a formagao de cinco grupos distintos de médias
(Tabela 8) entre os tipos de fermento. O fermento selecionado FS3 apresentou
maior média (187,93 mg.100 mL™" amostra) para acidez volatil e o fermento
selecionado FS1 a menor média (18,47 mg.100 mL™" amostra) para acidez
volatil. As variedades de cana-de-agucar formaram dois grupos distintos, sendo
que a variedade RB 85-5536 apresentou a maior média (77,92 mg.100 mL™
amostra) e a variedade SP 80-3280 a menor média (67,71 mg.100 mL™

amostra) para acidez volatil.

Tabela 7: Resumo da Analise de Variancia para acidez volatil ao final do
processo fermentativo.

FV GL QM
FERMENTO 8 11555,31*
VARIEDADE 1 938,2*

FERMENTO*VARIEDADE 8 371,22

RESIDUO 18 186,76

* Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 8: Média de acidez volatil para cada tipo de fermento ao final do
processo fermentativo.

Média Fermento
187,93 FS3°@
119,2 FM1°
86,18 FC1°©
80,44 FM2 ©
52,33 FC3¢
46,94 FM3 @
38,48 FCc2 ®
25,39 FS2°
18,47 FS1°

*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan.

Resultados muito inferiores aos encontrados neste estudo foram
observados por Noébrega (1994), que produziu aguardentes a partir de
fermentos caipira e selecionado. Esse autor observou que as aguardentes
produzidas com fermento caipira, apds 61 horas de fermentagao, apresentaram

acidez volatil de, aproximadamente, 8 mg.100 mL"' de amostra e as
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aguardentes produzidas com fermento selecionado, apés 33 horas de
fermentagao apresentaram acidez volatil de, aproximadamente, 4 mg.100 mL™"
de amostra. Entretanto, resultados semelhantes foram observados por Silva et
al. (2009) que realizaram fermentagdes alcodlicas de caldo de cana-de-agucar
para a producado de cachaca e verificaram que apos 70 horas de fermentacao,
a acidez volatil dos mostos variou de 52,2 a 91 mg.100 mL™" de amostra.

Os acidos organicos sao subprodutos excretados pelas leveduras
durante a fermentagdo. Normalmente, uma alta acidez é consequéncia de ma
conducéao da fermentacgéo ja que a alta acidez pode ser devido a contaminagao
do mosto por bactérias acéticas, que utilizam o etanol para seu metabolismo,
convertendo-o em acido acético (CARDOSO, 2006). A contaminagdo do mosto
pode ter sido a causa para o fermento selecionado FS3 ter apresentado
elevada acidez e produzido consequentemente, o menor teor alcodlico final

obtido pelos fermentos utilizados neste experimento.

4.1.3 Teor de solidos soluveis

O consumo de sodlidos soluveis pelos fermentos caipiras, selecionados e
mistos nos mostos das variedades de cana-de-acucar RB 85-5536 e SP 80-
3280 durante o processo fermentativo pode ser observada nas Figuras 8, 9 e
10. A maioria dos mostos fermentados apresentou teores finais de soélidos
soluveis proximos a 4 °Brix. Resultados semelhantes foram encontrados por
Carvalho et al. (2008) que observaram, com a utilizagao de um refratdmetro, o
consumo progressivo dos agucares presentes no caldo de cana-de-agucar
durante as 100 primeiras horas de fermentagcdo havendo completa estagnacgéo
em 4 °Brix. Entretanto, valores muito inferiores foram encontrados por Nébrega
(1994) que acompanhou o consumo de agucares durante as fermentagdes de
mostos de caldo de cana-de-agucar utilizando um sacarimetro e este, ao final
das fermentagdes, ficou em torno de 0,6 e 0,7 °Brix para fermentacido natural e

induzida, respectivamente.

46



—e—RB BRIXFC1
—=—RB BRIXFC2
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* Médias de duas repeti¢gdes para cada variedade de cana-de-agucar.
Figura 8: Consumo de substrato expressos em °Brix pelos fermentos caipiras

nos mostos das variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280
durante o tempo de fermentacao.

—e—RB BRIXFS1
—=—RB BRIXFS2
RB BRIXFS3
SP BRIXFS1
—x—SP BRIXFS2
—e— SP BRIXFS3

BRIX
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Tempo de fermentagao (horas)

* Médias de duas repeti¢cdes para cada variedade de cana-de-agucar.
Figura 9: Consumo de substrato expressos em °Brix pelos fermentos

selecionados nos mostos das variedades de cana-de-acucar RB 85-5536 e SP
80-3280 durante o tempo de fermentagao.
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—e— RB BRIXFM1
—=— RB BRIXFM2
RB BRIXFM3
SP BRIXFM1
—x— SP BRIXFM2
—e— SP BRIXFM3
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* Médias de duas repeticdes para cada variedade de cana-de-agucar.
Figura 10: Consumo de substrato expressos em °Brix pelos fermentos mistos

nos mostos das variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280

durante o tempo de fermentacéo.

O acompanhamento da atenuacdo da fermentagdo por meio da
concentragdo de sélidos soluveis ndo é a forma mais indicada para este fim
uma vez que o alcool interfere na medida do Brix, porém esta medida é util
para o acompanhamento do consumo de substrato na linha de producgéao, pois
€ uma medida de resultado imediato. Normalmente, espera-se que a
fermentagado alcodlica acuse atenuacédo completa (0 °Brix) em um periodo de
24 a 36 h (LIMA, 2001). Entretanto, este comportamento nao foi observado no
presente trabalho. Acredita-se que a utilizagdo de um mosto mais diluido,
suplementado com vitaminas e sais minerais e inoculado com uma maior carga
de fermento previamente adaptado ao mosto, contribuiria para se obter um
comportamento de fermentagcdo mais proximo do esperado.

Observou-se que a interagao entre as fontes de variagcdo fermento e
variedade de cana-de-agucar foi significativa (p<0,05) (Tabela 9). O efeito do
fermento sobre a concentracido de agucares redutores totais depende da

variedade de cana-de-acucar utilizada.
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Tabela 9: Resumo da Analise de Variancia do teor de sélidos solliveis ao final
do processo fermentativo.

FV GL QM
FERMENTO 8 1,52*
VARIEDADE 1 0,32*

FERMENTO*VARIEDADE 8 0,04*

RESIDUO 18 0,003

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

4.1.4 Teor de agucares redutores totais

O teor de acucares redutores totais presentes no mosto de cana-de-
acucar das duas variedades utilizadas neste experimento no inicio da
fermentacao variou de 14,16 a 14,78 % m/v enquanto que o teor de agucares
redutores totais presentes no mosto no final da fermentagao variou de 1,57 a
3,53 % ml/v (Tabela 10).

Tabela 10: Teor de agucares redutores totais expressos em % presentes no
mosto das variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280 e para
cada fermento pelo método do DNS no inicio e fim do processo fermentativo.

Tipo de fermento Variedade de cana fMedla Inicio Média final
ermentacao fermentacao
FA RB 14,64 353
FA SP 14,42 3.30
FB RB 14,46 2.71
FB SP 14,47 2.66
FC RB 14,66 2.80
FC SP 14,78 2.49
FD RB 14,48 1,03
FD SP 14,44 1,58
FE RB 14,44 2,07
FE SP 14,48 1.57
FF RB 14,46 3.10
FF SP 14,57 3,38
FM1 RB 14,65 3,45
FM1 SP 14,34 3.01
FM2 RB 14,16 2.96
FM2 SP 14,38 2.99
FM3 RB 14,40 2.78
FM3 SP 14,27 3,19

*Média de duas repetigdes.
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Cleto e Mutton (2004) produziram aguardentes a partir de mostos de
cana, uva e laranja. Utilizando metodologia Somogyi-Nelson para determinagéo
da concentracdo de acgucares redutores totais os autores obtiveram média 13,8
% para mosto de uva, 13,9 % para mosto de laranja e 14 % para mosto de
cana.

Realizando um teste t pareado, observou-se que houve diferengas
significativas (p<0,05) entre as médias obtidas pela determinagdo do teor de
solidos soluveis por refratometria e pela determinacdo de agucares redutores
totais pelo método do DNS. A média obtida pela diferenga dos métodos foi
1,971 com erro padrao de 0,571 e coeficiente de variagao de 26,23 %.

Silva et al. (2003) realizaram um estudo comparativo de métodos de
determinacdo de acucares redutores e totais em mel. Esses autores
observaram que nenhum dos 10 métodos avaliados, incluindo Lane Eynon e
DNS diferiram entre si ao nivel de 5 % probabilidade nas determinagdes de
agucares totais. Demiate et al. (2002) realizaram a comparagdo de métodos
colorimétrico e titulométrico para determinagcao de agucares em alimentos e
observaram que nao houve diferencas estatisticas ao nivel de 1 % de
probabilidade em relagao aos métodos de Somogyi-Nelson e Lane Eynon para
determinacao de agucares redutores.

Observou-se que a interacdo entre as fontes de variacdo fermento e
variedade de cana-de-agucar foi significativa (p<0,05) (Tabela 11). O efeito do
fermento sobre a concentracdo de acgucares redutores totais depende da
variedade de cana-de-agucar utilizada. Realizando a decomposi¢cao da
interagcdo observou-se a formagdo de diferentes grupos de médias
relacionando o tipo de fermento e a variedade de cana-de-agucar pelo teste t
(Tabela 12).

Na tabela 13, estdo apresentados os valores do coeficiente de
correlagdo de Pearson (r) entre as concentragdes finais de acidez volatil, teor
alcodlico e teor de solidos soluveis (°Brix) de amostras de mosto das duas
variedades de cana-de-agucar fermentadas por diferentes tipos de fermento.

Observou-se correlagdo negativa significativa entre acidez volatil e teor
alcodlico das amostras de mosto das duas variedades de cana-de-agucar
fermentado por diferentes tipos de fermento ao final do processo fermentativo,

indicando que as fermentagdes que atingiram um teor alcodlico mais elevado

50



apresentaram uma concentragdo de acidez volatii menor, provavelmente
devido a realizacdo de uma fermentagdo com poucos problemas relacionados
a contaminagao microbiana do mosto por bactérias acéticas. O decréscimo do
teor de solidos soluveis correlacionou-se inversamente com o teor alcodlico,
indicando que as fermentacdes que mantiveram um teor de sdlidos soluveis
mais elevado ao final do processo fermentativo apresentaram um teor alcodlico
menor, provavelmente devido a menor eficiéncia de conversédo de substrato em
produto. Entretanto, observou-se correlagéo positiva significativa entre teor de
solidos soluveis e acidez volatil das amostras, indicando que as fermentagdes
com teor de sdlidos soluveis final mais elevado apresentaram também acidez
volatil mais elevada. Este resultado indica que pode ter ocorrido uma inibigao
das leveduras no processo de fermentacdo e que as bactérias contaminantes

nao utilizaram sélidos soluveis como substrato para producao de acido.

Tabela 11: Resumo da Analise de Variancia do teor de agucares redutores
totais ao final do processo fermentativo.

FV GL QM
FERMENTO 8 1,4471*
VARIEDADE 1 0,1488*

FERMENTO*VARIEDADE 8 0,1020*
RESIDUO 18 0,0320

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 12: Média da concentragcao de acgucares redutores totais ao final do
processo fermentativo para cada fermento.

Tipo de fermento Variedade de cana Média
FC1 RB 3,532
FC1 SP 3,3°
FC2 RB 2,71
FC2 SP 2,661
FC3 RB 2,80 °
FC3 SP 2,489
FS1 RB 1,92 "
FS1 SP 1,58
FS2 RB 2,07"
FS2 sSP 1,57
FS3 RB 3,10 Poce
FS3 SP 3,38 ¢
FMA1 RB 3,452
FMA1 SP 3,01
FM2 RB 2,96 %
FM2 SP 2,99 %f
FM3 RB 2,78 °
FM3 SP 3,19 2

*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t.
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Tabela 13. Correlagdo de Pearson (r) entre os parametros acidez volatil, teor
alcodlico e sdlidos soluveis (Brix) de amostras de mosto de duas variedades de
cana-de-agucar fermentado por diferentes tipos de fermento.

AV TA BRIX

AV 1 -0,63* 0,79*

TA 1 -0,56*
BRIX 1

AV: acidez volatil (mg .100 mL " de amostra); TA: teor alcodlico (mg .100 mL ~ de amostra); Brix: teor de sélidos
soluveis.
* p<0,05

4.1.5 Rendimento e eficiéncia das fermentac¢des alcoodlicas

O rendimento das fermentagdes foi calculado em funcdo do teor
alcodlico produzido em relagédo ao teor de agucar consumido. O rendimento
dos processos fermentativos variou de 0,37 a 0,50 g.g™", ou seja, de 37 a 50 g

de etanol obtidos de 100 g de agucar fermentado (Tabela 14).

Tabela 14: Rendimento e eficiéncia das fermentacbes conduzidas com
fermentos caipiras, selecionados e mistos nas variedades de cana-de-acgucar
RB 85-5536 e SP 80-3280.

Tipo de Variedade AS AP Ypls Eficiéncia Média eficiéncia
fermento de cana (9)* (9)* (g/g) fermentagio (%) fermentagao (%)

FC1 RB 11,11 5,40 0,49 95,18

FC1 SP 11,12 5,56 0,50 97,88

FC2 RB 11,75 5,87 0,50 97,76 89 29

FC2 SP 11,81 5,56 0,47 92,09 ’

FC3 RB 11,85 4,92 0,42 81,23

FC3 SP 12,30 4,50 0,37 71,57

FS1 RB 12,56 6,12 0,49 95,42

FS1 SP 12,86 5,28 0,41 80,38

FS2 RB 12,37 5,73 0,46 90,61 8377

FS2 SP 12,91 5,76 0,45 87,36 ’

FS3 RB 11,37 4,25 0,37 73,22

FS3 SP 11,20 4,33 0,39 75,65

FM1 RB 11,20 5,29 0,47 92,41

FM1 SP 11,32 4,60 0,41 79,49

FM2 RB 11,20 474 0,42 82,86 84.08

FM2 SP 11,39 4,59 0,40 78,98 '

FM3 RB 11,62 4,95 0,43 83,34

FM3 SP 11,08 4,95 0,45 87,42

*Média de duas repeticdes.
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Como mencionado no item 2.5.1, na fermentacao alcodlica os principais
produtos obtidos sdo o etanol e o dioxido de carbono em proporgcdes
equimolares. Esse mecanismo foi quantificado pela primeira vez por Gay-
Lussac, onde 100 g de glicose rendem 51,1 g de etanol e 48,9 g de diéxido de
carbono. O rendimento tedrico de 51,1 % em massa €& conhecido como
coeficiente de Gay-Lussac e é o dado basico para o calculo da eficiéncia da
fermentacgéo. A eficiéncia calculada em fungdo do rendimento tedrico variou de
71,57 a 97,88 % neste estudo. A média para eficiéncia das fermentacdes para
os fermentos caipiras foi 89,29 %, para os fermentos selecionados foi 83,77 %
e para os fermentos mistos foi 84,08 %. Carvalho et al. (2008) encontraram
rendimento de 0,41 g.g™" e eficiéncia de 80,4 % para fermentagao alcodlica de
mosto de cana-de-agucar para produgao de cachaca enquanto Silva et al.
(2008) encontraram eficiéncias que variaram de 86,64 a 94,45 % também para
fermentagdes alcodlicas de mosto de cana-de-agucar, resultados estes,

semelhantes aos encontrados neste estudo.

4.1.6 Taxa de recuperacédo de etanol nas destilacdes

A eficiéncia da destilacao pode ser definida como o volume de etanol
coletado em relagdo aquele estimado como presente no vinho a ser destilado.
A eficiéncia das destilagdes foi calculada admitindo-se um rendimento em torno
de 10 % de cachaca em relagdo ao volume de vinho destilado que variou de
1500 a 1800 mL, sendo o volume total de destilado recolhido em torno de 15 %
do volume inicial de vinho. A eficiéncia das destilagdes variou de 50,66 a 98,97
% e o teor alcodlico do destilado variou de 35,66 a 50,79 % (Tabela 15).

Resultados semelhantes foram encontrados por Boza (1996) que
estudou a influéncia da conducdo da destilacdo sobre a composi¢cdo e a
qualidade sensorial da aguardente de cana e verificou que o teor alcodlico do
destilado variou de 45,59 a 62,66 % e que a eficiéncia da destilacdo variou de
58,90 a 86,70 %. Em outro estudo, Carvalho et al. (2008) encontraram
eficiéncia da destilacdo de mosto de cana-de-acucar para producdo de

cachaca de 98 %.
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Tabela 15: Taxa de recuperacdo de etanol nas destilagdes para cada tipo de
fermento e variedade de cana-de-acucar.

Fermento Variedade . Alcool Alcool Volgme Taxa de_rec~uperagéo
vinho (% v) destilado (% v) destilado destilagao (%)
FC1 RB 6,85 42,59 238,00 84,68
FC1 SP 7,05 42,58 260,00 94,90
FC2 RB 7,44 42,47 272,00 95,32
FC2 SP 7,05 42,27 277,00 91,82
FC3 RB 6,24 41,33 248,00 92,04
FC3 SP 5,70 47,92 229,00 93,15
FS1 RB 7,90 42,47 255,00 94,05
FS1 SP 6,93 45,36 229,00 96,86
FS2 RB 7,60 39,76 262,00 88,20
FS2 SP 7,66 41,11 277,00 92,34
FS3 RB 5,39 50,79 100,00 60,98
FS3 SP 5,49 35,66 117,00 50,66
FM1 RB 6,31 41,05 230,00 91,18
FM1 SP 6,81 44,56 242,00 98,97
FM2 RB 6,78 34,60 242,00 73,98
FM2 SP 6,66 41,03 100,00 91,12
FM3 RB 6,50 42,29 220,00 94,18
FM3 SP 6,08 41,86 228,00 92,94

*Média de duas repetigdes.

4.2 Avaliacao fisico-quimica das cachagas

As cachacgas produzidas no Laboratério de Pesquisa e Qualidade de
Bebidas foram avaliadas quanto ao teor alcodlico, acidez volatil e compostos
volateis como aldeidos totais, ésteres totais e alcoois superiores. As amostras
foram comparadas quanto ao limite estabelecido pela legislagdo brasileira para

aguardente de cana e cachacga.

4.2.1 Teor de etanol

Nao houve diferengas significativas (p<0,05) entre as amostras de
aguardente produzidas com os fermentos caipiras, selecionados e mistos e
com as variedades de cana-de-acucar RB 85-5536 e SP 80-3280 para
concentragdo de etanol (Tabela 16). Observou-se que as médias do teor
alcodlico das amostras variaram de 38,06 a 54,96 % v/v e que as médias de 6

(33,33 %) amostras foram superiores aos padrbes exigidos pela legislacéo
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brasileira para teor alcodlico (Tabela 17). Os valores permitidos pela legislagao
sdo de 38 a 48 % v/v de etanol para cachaca e 38 a 54 % para aguardente.
Resultados semelhantes de teor alcodlico em amostras de cachacgas
foram observados em outros trabalhos. Silva et al. (2006) produziram quatro
cachagas em escala de laboratério a partir de diferentes linhagens de
leveduras S. cerevisiae que apresentaram teores alcoodlicos que variaram de 39
a 40 % v/v. As cachagas produzidas por Jerébnimo (2004) com uma linhagem
de S. cerevisiae apresentaram teor alcodlico dentro dos limites exigidos pela

legislacéo variando de 39 a 44 % v/v.

Tabela 16: Resumo da Analise de Varidncia do teor alcodlico nas cachacgas
produzidas com fermentos caipiras, selecionados e mistos e com as variedades
de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

FV GL QM
FERMENTO 8 35,13
VARIEDADE 1 21,19

FERMENTO*VARIEDADE 8 37,81

RESIDUO 18 26,27

* Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 17: Concentracdo de etanol expressos em % v/v presentes nas
cachacgas produzidas com os fermentos caipiras, selecionados e mistos e com
as variedades de cana-de-acucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

Tipo de Variedade Média Desvio CV (%
fermento de cana teor alcoolico* padrao (%)
FC1 RB 46,40 3,59 7,74
FC1 SP 46,22 0,04 0,08
FC2 RB 47,16 4,33 9,19
FC2 SP 48,51 2,07 4,27
FC3 RB 45,85 6,46 14,10
FC3 SP 50,99 5,35 10,50
FS1 RB 47,23 0,57 1,20
FS1 SP 49,33 0,03 0,06
FS2 RB 44,28 2,31 5,22
FS2 SP 49,93 1,83 3,67
FS3 RB 51,00 5,73 11,25
FS3 SP 38,06 14,95 40,34
FM1 RB 45,33 3,71 8,19
FM1 SP 48,77 3,19 6,54
FM2 RB 39,21 3,36 8,57
FM2 SP 44,86 5,91 13,18
FM3 RB 50,36 5,37 10,66
FM3 SP 54,96 1,48 2,69

*Média de duas repetigdes.
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4.2.2 Teor de acidez volatil

Quanto ao teor de acidez volatil, as fontes de variagdo fermento e
variedade de cana-de-agucar apresentaram valores significativos a 5 % de
probabilidade (Tabela 18). Observou-se que todas as médias encontraram-se
dentro dos padrbes exigidos pela legislacdo brasileira para acidez volatil
embora a média para o fermento misto FM2 e variedade de cana-de-agucar RB
85-5536 tenha apresentado valor elevado (144,23 mg.100 mL™" alcool anidro),
préximo ao valor maximo permitido pela legislacdo que é de 150 mg.100 mL™

de alcool anidro (Tabela 19).

Tabela 18: Resumo da Analise de Variancia do teor de acidez volatil nas
cachacas produzidas com fermentos caipiras, selecionados e mistos e com as
variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

FV GL QM
FERMENTO 8 3394,024*
VARIEDADE 1 3884,665*

FERMENTO*VARIEDADE 8 885,576
RESIDUO 18 567,227

* Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 19: Acidez volatil expressa em mg de acido acético. 100 mL™ alcool
anidro presentes nas cachagas produzidas com os fermentos caipiras,
selecionados e mistos e com as variedades de cana-de-acucar RB 85-5536 e
SP 80-3280.

Tipo de Variedade de Média Desvio CV (%

fermento cana acidez volatil* padrao (%)
FC1 RB 84,08 29,96 35,64
FC1 SP 83,25 4,65 5,58
FC2 RB 42,82 8,55 19,97
FC2 SP 38,11 1,63 4,27
FC3 RB 99,86 59,19 59,27
FC3 SP 34,18 4,52 13,24
FS1 RB 29,36 4,96 16,90
FS1 SP 21,84 4,40 20,15
FS2 RB 31,20 3,29 10,53
FS2 SP 18,51 0,68 3,67
FS3 RB 81,76 4,93 6,03
FS3 SP 74,28 22,89 30,82
FM1 RB 84,19 17,11 20,33
FM1 SP 82,23 5,38 6,54
FM2 RB 144,23 67,87 47,06
FM2 SP 64,79 6,02 9,29
FM3 RB 40,19 8,61 21,41
FM3 SP 33,51 7,02 20,95

*Média de duas repetigdes.
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Avaliando as médias pelo teste de Duncan a 5 % de probabilidade,
observou-se a formacao de trés grupos distintos de médias (Tabela 20) sendo
que o fermento misto FM2 apresentou a maior média (104,51mg.100 mL™"
alcool anidro) e o fermento selecionado FS2 a menor média (24,85 mg. 100

mL™" alcool anidro) para acidez volatil, expressos em acido acético.

Tabela 20: Médias para acidez volatil expressas em mg de acido acético.100
mL™" alcool anidro.

Média Fermento
104,51 FM2 @
83,67 FC1°@
83,21 FM1 @
78,02 FS32
67,02 FC3®
40,47 FC2 "
36,85 FM3 ™
25,6 FS1°
24,85 FS2°

*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan.

Alguns acidos organicos excretados no meio de fermentacdo sao
derivados de vias intermediarias, como por exemplo, o acético, malico e
succinico. O acido acético, que € o acido organico predominantemente
excretado no meio de crescimento, € produzido pela oxidacdo do acetaldeido,
com remocg¢ao de hidrogénio, na reagdo oposta a redugdo normal do
acetaldeido a etanol (JANZANTTI, 2004). O grau de acidez das cachacgas
constitui fator de qualidade, pois durante a producédo desta bebida, os acidos
reagem com os alcoois presentes e aumentam a formagéo de ésteres (LIMA,
2001).

Observou-se correlagdao positiva significativa (p<0,05), por meio da
avaliacdo do coeficiente de correlagdo de Pearson (r=0,54), entre a acidez
volatil obtida nas amostras de mosto de cana-de-agucar ao final da
fermentacdo e acidez volatii das amostras de cachaga, o que indica que
amostras de mosto fermentado com elevada acidez volatil levam a producéao de

cachaga com maior teor deste analito.

57



Segundo Cardoso (2006), a acidez volatil € um composto secundario
que depende do processo fermentativo, e o controle dos fatores estirpe da
levedura utilizada, pureza da fermentacdo, tempo e temperatura da
fermentagdo, manejo do mosto e principalmente higienizacdo dos
equipamentos e utensilios sdo essenciais para minimizar a ocorréncia de alta
acidez nas aguardentes. O excesso de acidez promove sabor indesejado e
ligeiramente “agressivo” em aguardente de cana, depreciando a qualidade da
bebida (CHERUBIN, 1998).

Valores de acidez volatil semelhantes aos encontrados neste estudo
foram obtidos por Silva et al. (2006) que avaliaram a produg¢ao de aguardentes
a partir de 4 linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas de alambiques
do estado de Minas Gerais e observaram que todas as linhagens apresentaram
valores de acidez volatil abaixo do limite maximo permitido pela legislagao
brasileira. O maior valor de acidez foi encontrado na cachaca obtida com a
linhagem UFMGA 1240 (148,8 mg.100 mL™" alcool anidro) e o menor valor na
cachaca proveniente da linhagem UFMGA 1207 (12,1 mg.100 mL" alcool
anidro). Ja nas cachacas produzidas por Jerénimo (2004) utilizando uma
linhagem de S. cerevisiae, o teor de acidez volatil apresentou grande variagao,
de cerca de 7 a 365 mg.L™' em acido acético. Entretanto, Silva et al. (2009),
que também avaliaram amostras de cachaca produzidas em laboratério a partir
de leveduras isoladas de diferentes regides do estado de Minas Gerais por
meio de cromatografia gasosa encontraram apenas 1 amostra (9 %) cuja
concentragdo ultrapassou o limite permitido pela legislagdo brasileira e foi
bastante superior s demais amostras analisadas (671,86 mg.100 mL™" de

alcool anidro).

4.2.3 Teor de aldeidos totais

De acordo com a analise de variancia, as médias para tipo de fermento
diferiram estatisticamente entre si (p<0,05) (Tabela 21). Observou-se a
formagdo de dois grupos distintos de médias sendo que o fermento

selecionado FS3 apresentou a maior média (148,48 mg.100 mL™" alcool anidro)
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e o fermento misto FM2 a menor média (10,19 mg.100 mL™" &lcool anidro) para
aldeidos totais (Tabela 22).

Tabela 21: Resumo da Analise de Variancia para analise do teor de aldeidos
totais nas cachagas produzidas com fermentos caipiras, selecionados e mistos
e com as variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

FV GL Qm
FERMENTO 8 7544 47
VARIEDADE 1 643,53

FERMENTO*VARIEDADE 8 290,10
RESIDUO 18 920,57

* Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 22: Médias para aldeidos totais expressos em mg de acetaldeido.100
mL™" alcool anidro 100mL &lcool anidro.

Média Fermento
148,08 FS3°@
47,76 FC2°®
39,09 FC3°
33,21 FS1°
26,04 FS2°
14,2 FM2 P
12,9 FM1°
10,8 FC1°
10,19 FM3 ®

*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan.

Observou-se ainda que seis amostras, ou seja, 33,33 % das amostras
apresentaram valores acima do permitido pela legislagdo (30 mg.100 mL™”
alcool anidro) para aldeidos. Observou-se também que as médias para o
fermento selecionado FS3 foram as mais altas para ambas as variedades de
cana-de-agucar, apresentando valores maiores que 130 mg.100 mL™" alcool
anidro (Tabela 23). O aldeido € um composto que diminui a qualidade da
cachaga e, quando ingerido, interfere no sistema nervoso central, portanto é
importante quantifica-lo, sendo que sua concentragdo devera ser a minima
possivel. Os aldeidos sdo comuns no processo inicial da fermentacgao,

tendendo a desaparecer no final. A causa do excesso de aldeidos nas
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cachacgas pode ser uma indicacdo de oxidacdo espontanea (VILELA et al.,
2007; PEREIRA et al.,, 2003). Das amostras de aguardente produzidas em
laboratorio avaliadas por Silva et al. (2009), aproximadamente 64 %
apresentaram-se em desacordo com o padrdo maximo permitido pela
legislagao brasileira para aldeidos, sendo que uma amostra elaborada com
fermento selecionado apresentou valor de 178,60 mg.100 mL™ alcool anidro,

concentragéo ainda maior que as encontradas neste estudo.

Tabela 23: Concentragdo de aldeidos totais expressa em mg de
acetaldeido/100mL alcool anidro (AA) presente nas aguardentes produzidas
com os fermentos caipiras, selecionados e mistos e com as variedades de
cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

Tipo de Variedade de Média Desvio

fermento cana acetaldeido* padrao CV (%)
FC1 RB 5,49 2,41 43,92
FC1 SP 16,11 2,07 12,86
FC2 RB 26,55 1,97 7,43
FC2 SP 68,97 60,12 87,18
FC3 RB 39,81 21,48 53,95
FC3 SP 38,37 25,92 67,55
FS1 RB 38,01 7,00 18,42
FS1 SP 28,41 3,29 11,57
FS2 RB 28,71 7,36 25,64
FS2 SP 23,37 2,96 12,67
FS3 RB 133,58 14,38 10,77
FS3 SP 162,57 106,74 65,65
FM1 RB 13,82 3,71 26,88
FM1 SP 11,99 4,21 35,15
FM2 RB 10,00 4,88 48,82
FM2 SP 18,39 3,52 19,16
FM3 RB 8,24 0,48 5,87
FM3 SP 12,13 4,15 34,20

*Média de duas repetigoes.

4.2.4 Teor de ésteres

Segundo a analise de variancia, as médias para tipo de fermento foram
significativas a 5 % de probabilidade (Tabela 24). Observou-se a formagéo de
dois grupos distintos de médias, sendo que o fermento selecionado FS3 formou

um grupo apresentando a maior média (10,57 mg.100 mL™" alcool anidro) e os
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outros fermentos formaram outro grupo sendo que o fermento caipira FC2

apresentou a menor média (6,58 mg.100 mL™" alcool anidro) (Tabela 25).

Tabela 24: Resumo da Analise de Variancia do teor de ésteres totais nas
aguardentes de cana produzidas com fermentos caipiras, selecionados e
mistos e com as variedades de cana-de-acucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

FV GL Qm
FERMENTO 8 5,352*
VARIEDADE 1 0,006

FERMENTO*VARIEDADE 8 2,208
RESIDUO 18 2,033

* Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 25: Médias para ésteres totais expressos em mg de acetato de etila/
100mL alcool anidro.

Média Fermento
10,568 FS3°@
7,869 FS2°
7,691 FC1P
7,641 FM1 P
7,446 FM2°
7,412 FS1°®
7,186 FC3°®
6,821 FM3 ®
6,577 FS2°®

*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan.

Observou-se que nenhuma das amostras apresentou valores acima do
permitido pela legislagdo (200 mg.100 mL™ alcool anidro) para ésteres totais
expressos em acetato de etila (Tabela 26). Observou-se ainda que as médias
para todos os fermentos, embora condizentes com a legislagdo brasileira,
apresentaram valores considerados muito baixos, variando de 6 a 12 mg.100
mL™ &lcool anidro, caracteristica que pode ser explicada pelo fato de todas as
aguardentes produzidas e avaliadas serem recém destiladas e a concentragéo

deste composto tender a aumentar durante o envelhecimento.
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Tabela 26: Concentracao de ésteres totais expressa em mg de acetato de etila
/100mL alcool anidro (AA) presentes nas aguardentes produzidas com os
fermentos caipiras, selecionados e mistos e com as variedades de cana-de-
acucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

Tipo de Variedade de Média Desvio

fermento cana acetato de etila* padrao CV (%)
FC1 RB 7,57 0,65 8,58
FC1 SP 7,81 0,01 0,14
FC2 RB 7,15 0,30 4,17
FC2 SP 6,01 1,01 16,73
FC3 RB 7,04 0,72 10,17
FC3 SP 7,33 1,22 16,70
FS1 RB 7,92 0,28 3,52
FS1 SP 6,91 0,40 5,74
FS2 RB 8,49 1,64 19,33
FS2 SP 7,25 0,06 0,79
FS3 RB 8,73 0,15 1,69
FS3 SP 12,41 5,00 40,28
FM1 RB 7,63 1,25 16,41
FM1 SP 7,65 0,69 9,02
FM2 RB 7,60 0,50 6,53
FM2 SP 7,29 0,46 6,29
FM3 RB 6,97 1,58 22,59
FM3 SP 6,67 0,40 6,04

*Média de duas repetigoes.

Silva et al. (2006) avaliando aguardentes produzidas com diferentes
linhagens de leveduras, também encontraram valores baixos de ésteres totais,
variando de 9,70 a 32,30 mg.100 mL™" alcool anidro para ésteres em acetato de
etila. Os autores explicaram que este fato se deve a separacdo da fracéo
cabeca (10%) na destilagdo, a qual contém a maior concentragcédo de ésteres,
principalmente, acetato de etila e outros compostos com baixo ponto de
ebulicdo como acetaldeido e metanol. Silva et al. (2009) avaliando amostras de
cachaga produzidas com fermentos isolados de diferentes regides de Minas
Gerais concluiram que em relagdo aos ésteres, expressos em acetato de etila,
todas as amostras analisadas estavam em conformidade com a legislagao
brasileira. Oliveira et al. (2005) também encontraram valores de acetato de etila
entre 9,4 a 36,5 mg.100 mL™" alcool anidro em 10 cachagas produzidas com
diferentes linhagens de leveduras em batelada unica. Em pesquisa realizada

por Jer6bnimo (2005), os teores de acetato de etila nas cachagas produzidas
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com uma linhagem de S. cerevisiae ficaram entre 10,46 e 134,01 mg.100 mL"’
de alcool anidro.

Os ésteres sao considerados compostos importantes na qualidade
sensorial da cachaga. Sdo compostos que contribuem para o aroma frutado no
bouquet das bebidas alcodlicas. O limite para detecgcao de odor dos ésteres é
baixo e varia entre 0,2 ppm para o acetato de isoamila a 17 ppm para o acetato
de etila. Podem ser detectados em concentracdes muito baixas, porém soé
comprometem o aroma das bebidas em concentragdes muito elevadas, pois,
conferem aroma indesejavel e enjoativo (MAIA, 1994). Em vinhos, o acetato de
etila que € o mais abundante éster das bebidas alcodlicas, em concentragdes
abaixo de 200 mg.L”' parece apresentar sabor agradavel, mas em
concentracbes maiores esta associado com caracteristica de deterioracao
(COLE e NOBLE, 1995).

4.2.5 Teor de alcoois superiores

As médias para tipos de fermento diferiram estatisticamente entre si
(p<0,05) pela analise de variancia (Tabela 27). Realizando o teste de médias,
verificou-se a formagdo de trés grupos distintos de médias (Tabela 28).
Observou-se que nenhuma das amostras apresentou valores acima do
permitido pela legislacdo (360 mg.100 mL" alcool anidro) para alcoois

superiores (Tabela 29).

Tabela 27: Resumo da Analise de Variancia do teor de alcoois superiores nas
aguardentes de cana produzidas com fermentos caipiras, selecionados e
mistos e com as variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

FV GL QM
FERMENTO 8 11966,86*
VARIEDADE 1 10,53

FERMENTO*VARIEDADE 8 1448,69
RESIDUO 18 1290,98

* Significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 28: Médias para alcoois superiores (soma dos alcoois isoamilico,
isobutilico e 1-propanol) expressos em mg de alcoois superiores. 100 mL
alcool anidro.

Média Fermento
283,62 FS1@
181,34 FS2°
150,72 FC1°®°
142,7 FM2 b°
134,63 FM1 ™
131,76 FC3 "
131,54 FM3 ™
114,68 FC2°©
95,98 FS3°

*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan.

Tabela 29: Concentracédo de alcoois superiores (soma dos alcoois isoamilico,
isobutilico e 1-propanol) expressa em mg/100mL alcool anidro (AA) presente
nas cachacgas produzidas com os fermentos caipiras, selecionados e mistos e
com as variedades de cana-de-acucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

Tipo de Variedade Média alcoois Desvio CVI(%
fermento de cana superiores* padrao (%)
FC1 RB 143,67 48,48 33,75
FC1 SP 157,77 57,36 36,35
FC2 RB 135,56 40,73 30,05
FC2 SP 93,79 25,65 27,34
FC3 RB 136,53 39,62 29,02
FC3 SP 126,99 38,84 30,59
FS1 RB 283,93 91,75 32,31
FS1 SP 283,31 90,75 32,03
FS2 RB 207,08 60,81 29,37
FS2 SP 155,59 45,50 29,25
FS3 RB 60,66 13,77 22,70
FS3 SP 131,29 35,65 27,15
FM1 RB 147,82 49,49 33,48
FM1 SP 121,45 38,53 31,73
FM2 RB 125,17 38,23 30,54
FM2 SP 160,22 54,07 33,75
FM3 RB 131,40 43,14 32,83
FM3 SP 131,68 44,98 34,16

*Médias de duas repetigdes.

De acordo com Yokoya (1995), a formacao de alcoois superiores € maior

quando o fermento apresenta atividade fraca, ocasionando demora no
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processo fermentativo. Os teores dos alcoois superiores, 1-propanol, isobutilico
e alcool isoamilico formam quantitativamente o maior grupo de compostos
responsaveis pelo aroma e sabor das bebidas alcodlicas.

A producao do alcool isoamilico pelos fermentos caipiras, selecionados e
mistos pode ser observada na Figura 11. A concentragao de alcool isoamilico
determinada por cromatografia gasosa variou de 35,27 a 190,95 mg.100 mL™"
alcool anidro nas cachagas produzidas com os trés tipos de fermento e as duas

variedades de cana utilizadas neste experimento.
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Figura 11: Produgdo de alcool isoamilico pelos fermentos caipiras,

selecionados e mistos nas variedades de cana RB 85-5536 e SP 80-3280.

As médias do teor de alcool isoamilico diferiram estatisticamente entre si
(p<0,05) (Tabela 30). Observou-se a formagédo de trés grupos distintos de
médias sendo que o fermento selecionado FS1 apresentou a maior média
(190,54 mg.100 mL™" alcool anidro) e o fermento selecionado FS3 apresentou a
menor média (57,29 mg.100 mL™ &lcool anidro) de &lcool isoamilico (Tabela
31).

A producéo do alcool isobutilico pelos fermentos pode ser observada na
Figura 12. As médias das concentragdes de alcool isobutilico determinadas por

cromatografia gasosa variaram de 17,13 a 86,62 mg.100 mL™" 4lcool anidro nas
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cachacgas produzidas com os trés tipos de fermento e as duas variedades de

cana utilizadas neste experimento.

Tabela 30: Resumo da Analise de Variancia do teor de alcool isoamilico nas
aguardentes de cana produzidas com fermentos caipiras, selecionados e
mistos e com as variedades de cana-de-acucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

FV GL Qm
FERMENTO 8 5618,06*
VARIEDADE 1 4,11

FERMENTO*VARIEDADE 8 675,96
RESIDUO 18 637,92

* Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 31: Médias para alcool isoamilico expressos em mg de alcool
isoamilico. 100 mL™ alcool anidro.

Média Fermento
190,54 FS1°2
113,87 FS2°
110,21 FC1°
99 FM2 ©©
93,97 FM1
93,42 FM3
86,06 FC3 ™
73,92 FC2 ™
57,29 FS3°

*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan.
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Figura 12: Produgdo de alcool isobutilico pelos fermentos caipiras,

selecionados e mistos nas variedades de cana RB 85-5536 e SP 80-3280.
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As médias do teor de alcool isobutilico diferiram estatisticamente entre si
(p<0,05) (Tabela 32). Observou-se a formacédo de trés grupos distintos de
médias sendo que fermento selecionado FS1 apresentou a maior média (84,08
mg.100 mL™" alcool anidro) e o fermento misto FM3 apresentou a menor média
(28,96 mg.100 mL™" alcool anidro) de producdo de alcool isobutilico (Tabela

33).

Tabela 32: Resumo da Analise de Varidncia do teor de alcool isobutilico nas
cachacas produzidas com fermentos caipiras, selecionados e mistos e com as
variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

FV GL Qm
FERMENTO 8 1403,07*
VARIEDADE 1 28,35

FERMENTO*VARIEDADE 8 163,39
RESIDUO 18 137,64

* Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 33: Médias para alcool isobutilico expressos em mg de alcool
isobutilico. 100mL™ alcool anidro.

Média Fermento
84,08 FS1°@
59,91 FS2°
37,17 FC3°
33,89 FM2 ©
32,45 FCc2°
31,58 FM1°
30,56 FS3°
30,41 FC1°
28,96 FM3°

*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan.

A produgao de 1-propanol pelos fermentos pode ser observada na
Figura 12. As meédias da concentracdo de 1-propanol determinada por
cromatografia gasosa variou de 6,79 a 10,83 mg.100 mL™ alcool anidro nas
aguardentes produzidas com os trés tipos de fermento e as duas variedades de
cana utilizadas neste experimento. Nao houve diferengas significativas entre as

meédias do teor de 1-propanol produzido pelos fermentos caipiras, selecionados
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e mistos nas variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280 (Tabela
34). A maior média foi obtida pelo fermento caipira FC1 (10,09 mg.100 mL™”
alcool anidro) e a menor média foi obtida pelo fermento selecionado FS2 (7,56
mg.100 mL™ alcool anidro). Para variedade de cana, a maior média foi obtida
pela variedade SP 80-3280 (8,86 mg.100 mL™ alcool anidro) e a menor média
pela variedade. RB 85-5536 (8,84 mg.100 mL™" alcool anidro).
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Figura 13: Produgdo de alcool 1-propanol pelos fermentos caipiras,

selecionados e mistos nas variedades de cana RB 85-5536 e SP 80-3280.

Tabela 34: Resumo da Analise de Variancia do teor de alcool 1-propanol nas
aguardentes de cana produzidas com fermentos caipiras, selecionados e
mistos e com as variedades de cana-de-agucar RB 85-5536 e SP 80-3280.

FV GL QM
FERMENTO 8 2,603
VARIEDADE 1 0,002

FERMENTO*VARIEDADE 8 3,694

RESIDUO 18 2,871

* Significativo a 5% de probabilidade.

A proporgdo dos alcoois superiores produzidos pelas linhagens
estudadas por Silva et al. (2006) variou de 10,40 a 36,36 mg.100 mL™" alcool
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anidro para 1-propanol, de 25,40 a 147,30 mg.100 mL™" alcool anidro para
isobutilico, de 70,90 a 266,60 mg.100 mL™ alcool anidro para alcool isoamilico
e de 110,70 a 263,10 mg.100 mL™ alcool anidro para alcoois superiores totais.
Todos os compostos secundarios das cachacas enquadraram-se nos limites
estabelecidos pela legislacéo brasileira, com excec¢éo dos alcoois superiores na
cachaca obtida com a linhagem UFMGA 1207 (450 mg.100 mL™ alcool anidro).

O alcool isoamilico foi encontrado em maior propor¢ao em relagdo aos 3
alcoois superiores estudados (isoamilico, isobutilico e 1-propanol) por Silva et
al. (2009) variando de 59 % a 76 % do somatério dos 3 compostos
compreendendo concentragcdes entre 184,45 e 328,86 mg/100 mL de alcool
anidro. Giudici et al. (1990) estudaram a capacidade de produg¢do de alcoois
superiores em 100 linhagens S. cerevisiae e observaram diferencas
significativas na produgcdo dos mesmos nas linhagens testadas e afirmaram

que se trata de uma caracteristica individual de cada linhagem.
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5. CONCLUSOES

As variedades de cana-de-agucar RB85-5536 e SP80-3280
influenciaram apenas a concentracdo de acucares redutores totais e acidez
volatil do vinho de cana-de-acucar ao final do processo de fermentacao e nao
influenciaram nenhum componente das amostras de cachaga, sendo que as
amostras de vinho produzidas com a variedade RB85-5536 apresentaram as
maiores medias para essas variaveis. Dessa forma, ambas as variedades de
cana-de-agucar avaliadas no presente estudo podem ser utilizadas para
producado de cachaga de alambique sem prejuizo para qualidade do produto
final, podendo ser fator de diversificagdo para a lavoura de cana-de-agucar em
funcdo de maior grau de adaptagdo entre uma variedade e/ou outra as
caracteristicas da regido de plantio e ao sistema de produgao.

Os diferentes tipos de fermento influenciaram significativamente a
maioria das variaveis avaliadas neste estudo, tanto no mosto fermentado
quanto na cachaca, com excecado do teor alcodlico e da concentragdo de 1-
propanol nas amostras de cachaca. O efeito do tipo de fermento sobre a
composicao fisico-quimica das cachacas ndo depende da variedade de cana-
de-agucar utilizada.

Os fermentos selecionados FS1 e FS2, os fermentos caipiras FC1 e FC2
e os fermentos mistos FM1 e FMZ2, produziram amostras de vinho que
apresentaram em média baixa acidez volatil e 6 a 7 % de etanol ao final da
fermentacdo. As amostras de cachaga produzidas com esses fermentos
apresentaram-se dentro dos padrdes legais vigentes em relagdo a maioria dos
itens avaliados. O fermento selecionado FS2 mostrou-se o mais viavel dentre
os fermentos utilizados neste experimento para producdo de cachaca de
alambique na regiao de Vigosa-MG, indicando que a selecao de leveduras para
utilizacdo em processos fermentativos pode contribuir para a melhoria da
qualidade da cachacga de alambique.

Neste estudo, foi observada eficiéncia da fermentacao alcodlica acima
de 90% para os fermentos caipiras FC1 e FC2 indicando que existe a
necessidade de uma melhor caracterizacdo destes fermentos em estudos
complementares quanto a parametros cinéticos e outros critérios quantitativos

do processo de fermentacdo a fim de selecionar leveduras portadoras de
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caracteristicas tecnoldgicas desejaveis e com potencial de comercializagao

para a producao de cachaca.
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