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RESUMO

SOUSA, Marcio Vinicius Ferreira de. Interacio de Saccharomyces cerevisiae e
Lactobacillus fermentum na producio de cachaga artesanal. 2005. 69 p.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras — MG

A producao nacional de aguardente ¢ estimada em 1,5 bilhdo de litros
por ano, dos quais 90% sdo de origem industrial e 10% artesanal. Esta ¢ uma
bebida destilada oriunda da fermentacdo natural do caldo de cana-de-agucar,
com graduagdo alcodlica variando entre 38 a 48% de etanol (v/v). A populacao
microbiana existente no mosto compreende leveduras e bactérias, as quais
interagem durante o processo de fermentagdo. Trabalhos realizados no
isolamento da microbiota do mosto em dornas de fermentacdo alcodlica
demonstram que o género de bactérias predominante ¢ o Lactobacillus, sendo o
Lactobacillus fermentum uma das espécies mais freqiiente. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar a eficiéncia de meios de cultivo na multiplicagdo de
Lactobacillus fermentum 1407 e a interacdo de Saccharomyces cerevisiae CA
116 e L. fermentum durante a fermentagdo na qualidade do destilado final. A
fermentagdo alcoodlica foi realizada em erlenmeyers de 2.000 mL inoculados
com CA116 e CCT 1407 isoladamente e co-incubados, € em dornas CA116
isoladamente e co-incubadas com CCT 1407. Observou-se que o meio com
caldo de cana 5 °Brix + 1% de extrato de levedura teve eficiéncia semelhante no
crescimento da cepa de L. fermentum, quando comparado com o meio MRS. Em
geral, a co-incubagdo com L. fermentum nao influenciou o crescimento de S.
cerevisiae. O microrganismo L. fermentum ndo competiu com S. cerevisiae pelo
consumo de agucares redutores. A co-incubacdo de L. fermentum com S.
cerevisiae nao contribuiu para o abaixamento do pH. S. cerevisiae reprimiu o
crescimento de L. fermentum durante a co-incubacao, ocasionando morte celular
desta bactéria ap6s 12 horas. As concentragcdes de alcoois superiores foram
abaixo de 300mg/mL de alcool anidro. A presenca de L. fermentum durante a
fermentacdo alcodlica interferiu negativamente na qualidade sensorial da
cachaca artesanal.

Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Orientadora), Roberta
Hilsdorf Piccoli — UFLA.



ABSTRACT

SOUSA, Mércio Vinicius Ferreira de. Interaction of Saccharomyces cerevisiae
and Lactobacillus fermentum in the production of artisanal cachaga. 2005.
69 p. Dissertation (Master in Food Science) - Federal University of Lavras -
Lavras - MG .

The production of Brazilian sugar-cane spirit (cachaga) is estimated at
1,5 billion liters a year being 90% industrial and 10% artisanal. The artisanal
cachaca is a distilled beverage originating from natural fermentation of sugar-
cane juice, with ethanol content varying from 38 to 48% (v/v). The microbial
population in the must comprises yeasts and bacteria which interact during the
fermentation process. Research done on microbiota of the must of alcoholic
fermentation demonstrated that the genus of bacteria which predominates is
Lactobacillus, being the Lactobacillus fermentum one of the most frequent
species. The objectives of this work were to evaluate the efficiency of
cultivation media in the multiplication of Lactobacillus fermentum 1407 and the
interaction of Saccharomyces cerevisiae CA 116 and L. fermentum CCT 1407
during the fermentation and evaluate the quality of the final beverage. The
alcoholic fermentation was accomplished in erlenmeyers of 2.000mL inoculated
separately with CA116 and CCT 1407 and co-incubated, and in vats CA116
separately and co-incubated with CCT 1407. The cane juice broth 5°Brix + 1%
of yeast extract had the same efficiency for the growth of the L. fermentum when
compared with MRS. The co-incubation with L. fermentum did not influence the
growth of S. cerevisiae. The bacteria L. fermentum did not compete with the S.
cerevisiae for the consumption of reducing sugars. The co-incubation of L.
fermentum with S. cerevisiae did not contribute to reduce the pH value.
Saccharomyces cerevisiae repressed growth of L. fermentum during the co-
incubation causing cellular death of this bacteria after 12 hours. The
concentration of higher alcohols in the beverage were below 300mg/mL of
alcohol. The presence of L. fermentum during the alcoholic fermentation
interfered negatively in the sensorial quality of the artisanal cachaga.

Commitee Advisory: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Adviser), Roberta
Hilsdorf Piccoli — UFLA (Co-Adviser)

il



1 INTRODUCAO

A aguardente de cana, caninha ou cachaca, ¢ uma bebida tipicamente
brasileira ¢ vem aos poucos conquistando o paladar internacional de bebidas
destiladas pelo seu sabor especial e exdtico. A produgdo de aguardente de cana
no Brasil teve inicio no periodo colonial, logo apos a introducdo da cana-de-
agucar na capitania de Sao Vicente, por Martim Afonso de Souza e a montagem
do primeiro engenho de agucar.

Até a 2* Guerra Mundial, a produgdo de aguardente foi conduzida por
grande niimero de pequenos engenhos. Os processos usados até este momento
foram artesanais, rusticos, rudimentares, sem caracteristicas regionais ou
padrdes de qualidade.

A produgdo nacional de aguardente ¢ estimada em 1,5 bilhdo de litros
por ano, sendo 90% de origem industrial e 10% de artesanal (Pereira, 2003). No
estado de Minas Gerais, a produgdo de cachaca de alambique desempenha
importante papel no agronegocio. Cerca de 8.500 destilarias artesanais
empregam direta e indiretamente cerca de 240.000 pessoas, gerando renda anual
estimada em R$ 1,5 bilhdo. A produgdo mineira de 230 milhdes de litros/ano,
funcionando no periodo de maio a novembro, representa 18% da producdo
nacional de aguardente (SEBRAE-MG, 2001).

O processo de fermentacdo consiste na transformacdo dos agucares
fermentaveis no mosto, constituidos de caldo-de-cana e nutrientes, em alcool
etilico, gas carbdnico e outros compostos secundarios. Em geral, o processo de
fermentacdo consiste em colocar o indculo e todo o meio a ser fermentado na
dorna de fermentacdo (Pataro et al., 2002). A populagdo responsavel pela

fermentacdo do caldo ¢é constituida normalmente por leveduras e bactérias.



Diferentes cepas de leveduras presentes nessas fermentagdes estdo
constantemente em sucessdo, devido a introdugdo de microrganismos que
acompanham o caldo de cana e¢ também devido as condigdes de processo
(Morais et al., 1997; Pataro et al., 1998; Schwan et al., 2001).

Bactérias presentes em fermentagdes contaminadas pertencem
principalmente aos géneros Lactobacillus, Leuconostoc, e Streptococcus. Essas
ao final do processo fermentativo podem produzir compostos secundarios,
principalmente acidos, que irdo aumentar a acidez do destilado (Gomes et al.,
2002).

A contaminagdo bacteriana ¢ uma das principais causas da redugdo na
producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae, porém, ha poucos dados
referentes a caracterizagdo das populagdes bacterianas presentes nas dornas de
fermentacdo, e a relacdo destes microrganismos com a producdo de compostos
secundarios, responsaveis pelo “flavour” da cachaga artesanal.

Os objetivos deste trabalho foram: i) avaliar a eficiéncia de meios de
cultivo na multiplicagdo de Lactobacillus fermentum CCT 1407; ii) avaliar a
interagdo de S. cerevisiae CA 116 e L. fermentum CCT 1407 durante a
fermentag@o alcoolica e iii) verificar a existéncia de interferéncia desta bactéria

na qualidade do destilado final.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bebidas alcoolicas

As bebidas alcoolicas sdo tdo antigas quanto a humanidade e tdo
numerosas como suas etnias. Fenicios, assirios, babilonios, hebreus, egipcios,
chineses, gregos, romanos € germanos mencionaram-nas € cada povo
praticamente tem as suas, a partir das fontes naturais proprias de aglicares e
amilaceos, como frutas, cana, milho, trigo, arroz, batata, centeio, aveia, cevada e
mesmo raizes e folhas (Aquarone et al., 2001).

De acordo com Pataro et al. (2002), a produgédo de aguardente comercial
deve ter comecado em regides vinicolas e produtoras de bebidas fermentadas de
produtos amilaceos. Coincidentemente, o destilado ¢ denominado de “agua da
vida”, acquavite em italiano, eau-de-vie em francés e uisgebeatha em gaélico.
Na Italia, o destilado de uva fica conhecido como grappa. Em terras germanicas,
se destila, a partir da cerveja, o kirsch. Na Escocia, o whisky ¢ destilado da
cevada sacarificada. Na Russia, a vodka, de centeio. Em Portugal, destilado do
bagaco de uva, a bagaceira (Lima, 2001).

A partir da construgdo dos primeiros engenhos no século XVI, foi
possivel a obteng¢ao de um fermentado a partir da borra do caldo de cana, que foi
consumido inicialmente pelos escravos. Segundo Carvalho & Silva (1998), as
técnicas de destilagdo foram aperfeigoadas, ocorrendo entdo a popularizagdo da
cachaga e outras bebidas destiladas no velho continente.

Brasil (1997) define bebida como todo produto industrializado,
destinado a ingestao humana, em estado liquido, sem finalidade medicamentosa

ou terapéutica.



Varios sdo os fatores que podem interferir na qualidade das bebidas
alcodlicas destiladas, tais como: matéria-prima, fermentagdo, o método de
condug@o do processo fermentativo, destilagdo e envelhecimento.

De acordo com Mendonga et al. (1999), as bebidas alcodlicas possuem
caracteristicas proprias de aroma e sabor conferidas pela presenca de diversos
constituintes oriundos do processo fermentativo. Além do etanol, compostos
organicos, como alcoois superiores, acidos organicos e ésteres, podem estar
presentes e interferir em tais caracteristicas.

O aparecimento das bebidas destiladas estd relacionado com o
surgimento dos alambiques, cujo principio foi o de separar as substincias
volateis entre a fase liquida e vapor do produto quente, permitindo recolher o
alcool e os compostos aromaticos. Pataro et al. (2002) relataram que atualmente

a aguardente esta presente em todos os segmentos sociais do Brasil.

2.2 Cachaca

A aguardente de cana tem seus padrdoes de identidade e qualidade
definidos pelo Decreto n° 2.314, de 04 de setembro de 1997 e pela Portaria n°
371 do Ministério da Agricultura, de 18 de setembro de 1974, que definiu que o
coeficiente de congéneres nao podera ser inferior a 200mg/100mL de alcool
anidro. Além disso, os componentes volateis ndo alcoolicos da aguardente de
cana deverdo obedecer aos limites expressos na Tabela 1. O teor maximo de
metanol permitido em cachaca ¢ de 200mg/100mL, a 100% de alcool anidro e o
contetido de cobre na bebida final ndo deve ultrapassar a Smg/L. de produto
(Cardoso, 2003).

A cachaga ¢ definida por Brasil (2003) como sendo a “denominagio
tipica e exclusiva para aguardente de cana produzida no Brasil, com graduagio
alcoolica de trinta e oito a quarenta e oito por cento em volume, a vinte graus

Celsius com caracteristicas sensoriais peculiares”.



TABELA 1 Teores maximos permitidos pela legislagdo brasileira de cada
componente volatil na aguardente

Parametros Teor maximo
(mg/100 mL de alcool anidro)
Acidez volatil, em acido acético 150
Esteres, em acetato de etila 200
Aldeidos, em aldeido acético 30
Furfural 5
Alcoois superiores 300

2.3 Cana-de-acucar

A cana-de-agicar ¢ uma planta que pertence a classe das
Monocotileddneas, familia Poaceae (Gramineae), género Saccharum e espécie
Saccharum spp. As principais espécies conhecidas t€ém sua origem na Nova
Guiné, India e China. A cana foi introduzida no Brasil por volta de 1530, por
Martin Afonso de Souza, na capitania de Sdo Vicente e seu cultivo tem
proporcionado contribuigdes econdmicas e sociais importantes ao pais.
(Andrade, 2003).

O Brasil produz cerca de 421 milhdes tonelada/ano de cana-de-agucar,
sendo o maior produtor mundial. O estado de Sdo Paulo ¢ o principal produtor,
com 248 milhdes toneladas/ano e Minas Gerais o quarto produtor do pais, com
23 milhoes toneladas/ano (Agrianual, 2005).

Durante a época do ano em que prevalecem temperaturas altas e a
maxima atividade pluvial, a cana atinge grande crescimento vegetativo e
acumulo de sacarose nos internddios adultos. Ao terminar o periodo chuvoso e
com a diminuigdo da temperatura, a cana adquire niveis maximos de sintese de
sacarose que se armazenam no colmo, ocorrendo o que ¢ denominado de

maturidade tecnologica da cana-de-agucar (Taupier & Rodriguez, 1999).



A composi¢do quimica da cana-de-actcar é de: 65% a 75% de agua,
11% a 18% de sacarose, 0,2% a 1,0% de glicose, 0,0% a 0,6% de frutose, 8% a
14% de cinzas e o restante constituido por compostos nitrogenados, minerais,
gorduras, ceras € compostos pécticos (Santana, 1995).

Do esmagamento da cana, obtém-se o caldo, que ¢ constituido de: 78% a
86% de agua, 10% a 20% de sacarose, 0,1% a 2,0% de agucares redutores, 0,3%
a 0,5% de cinza, 0,5% a 1,0% de compostos nitrogenados ¢ com pH entre 5,2 ¢
6,8 (Lima et al., 2001). Composi¢ao semelhante feita por meio de analise fisico-
quimica do caldo de cana natural, foi relatada por Carvalho (2004).

Em Minas Gerais, trabalhos de pesquisa e assisténcia técnica com a
cana-de-acucar, entre 1970 e 1990, foram conduzidos pelo extinto Planalsucar,
6rgio vinculado ao Instituto do Actcar e do Alcool (IAA), quando foram
desenvolvidas variedades de cana predominantes nas regides produtoras de
cachaga (Silveira et al., 2002). Esses mesmos autores ressaltaram que o
desenvolvimento de variedades de cana nas regides produtoras de cachaga tem
papel importante no aumento da produtividade da cultura e, conseqilientemente,

no rendimento e na produgdo de cachaga de melhor qualidade.

2.4 Fermentacao alcodlica

Segundo Cadwell (1995), a fermentacdo ¢ um processo espontaneo,
obtido devido a contaminagdo de microrganismos nos substratos. Por algum
tempo foi considerado um processo metabdlico exclusivo de microrganismo, que
normalmente ocorre na auséncia de oxigénio. Além disso, € um processo no qual
a fosforilagdo ocorre em nivel de substrato. Segundo o autor, na biotecnologia, o
principal aspecto se refere a quais produtos poderdo ser obtidos a partir da
fermentacdo.

A grande maioria dos organismos fermentadores tem em comum o fato

de metabolizar a fonte de carbono até o piruvato e, deste, sintetizar outros



compostos organicos que retém energia, tais como acido latico (fermentacdo
latica), acido acético (fermentacdo acética), etanol (fermentagdo alcoolica),
acido propidnico e outros (Lehninger, 1995).

As leveduras, em condig¢des anaerdbicas, metabolizam a glicose pela via
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), originando, no final do processo, etanol e gas
carbonico. Cada molécula de glicose metabolizada da origem a 2 moléculas de
etanol, 2 moléculas de gas carbonico ¢ 2 ATP, ndo requerendo oxigénio e uma
cadeia de transporte de elétrons. O produto final ¢ uma molécula de etanol como
aceptor final de elétrons. Dessa maneira, a fermentacao de um grama de glicose
resulta na formacdao de 0,511g de etanol, porém, na pratica, essa taxa de
conversdo nunca excede 90% a 93%. A diferenga ¢ resultante da utilizagdo de
agUcares para biossintese de material celular de reposi¢do e para reagdes de
manutengdo das células vivas. Além disso, parte dos agucares ¢ usada para
reacOes paralelas, como formagdo de glicerol, acido succinico, butanediol e
outros compostos (Yokoya, 1995).

Os fungos leveduriformes possuem dois tipos de metabolismo celular:
oxidativo e fermentativo (Tortora et al., 2002). O metabolismo oxidativo
(respiragdo) ocorre na presenga de oxigénio, havendo a multiplicacdo intensa da
levedura. Na auséncia de oxigé€nio, o metabolismo passa a ser fermentativo,
ocorrendo a producdo de etanol e gas carbdnico.

Durante a fermentagdo alcoolica, a sacarose ¢ quebrada pela invertase
(exoenzima) em glicose e frutose, produzindo 4 moléculas de etanol e 4 de CO,
(Figura 1). A glicose e a frutose sdo diretamente fermentadas, mas a sacarose
ndo. Isso ocorre porque as leveduras a fermentam transformando-as em agucar

invertido por meio da inversao enzimatica da sacarose (Aquarone et al., 2001).



C12H22011 + H20 __invertase__> 2 C6H1206 ----- >4 CszOH +4 COZ
1 sacarose 1 glicose 4 etanol

1 frutose

FIGURA 1 Reagao geral de formagao de etanol e gas carbonico a partir de
sacarose

Os alcoois superiores, um dos produtos secundarios da fermentagao,
fazem parte das substancias que conferem qualidade e sdo responsaveis pelo
odor da cachaga. Eles podem ser formados a partir do desvio dos aminoacidos
pelas leveduras (Figura 2). O teor maximo estabelecido pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é de 300mg/100 mL de alcool

anidro.

R - CH(NH;) - COOH + H,0 ---—-- > R-CH;OH + CO,+ NH;

FIGURA 2 Reagdo geral da formagdo dos alcoois superiores

No caso de contaminagdo bacteriana, os aglicares podem ser desviados
para outras vias metabolicas, resultando na formagdo de diversos compostos
como os acidos latico, acético, formico e butirico os aldeidos e os ésteres. Estes,
além de causar redugdo no rendimento alcodlico, provocam alteragdes nas

propriedades sensoriais da cachaga, com conseqiiente depreciagdo do produto.



As bactérias laticas podem se multiplicar ao final da fermentagdo,
utilizando o etanol como fonte de energia. No mosto, a presenga dessas bactérias
¢ devido a sua resisténcia a altas temperaturas e baixos valores de pH. Isso faz
com que, ao final da fermentagdo, as bactérias laticas possam produzir
compostos secundarios que irdo aumentar os niveis de acidez da cachaca (Pataro
et al., 2002). Entretanto, destiladores de uisque utilizam a fermentacdo latica
tardia visando, principalmente, um possivel efeito benéfico no “flavour” da
bebida, mas detalhes precisos deste processo sao desconhecidos. A formagdo de
acidos latico e acético e de outros metabdlitos pode interferir no “flavour” do
destilado (Van beek & Priest, 2002).

De acordo com Narendranath et al. (1997), existem poucos estudos
sobre a correlagdo exata da contaminagdo bacteriana com a perda de alcool
produzido, embora seja 6bvio que, para cada molécula de agticar utilizada na
producdo do acido latico pelas bactérias, resulte na perda de duas moléculas de
etanol. A elevada acidez da cachaga pode estar relacionada com a presenca de
um elevado numero de bactérias no mosto durante o processo de fermentagdo
(Pataro et al., 2002). Oliva-Neto & Yokoya (1997) observaram correlagdo entre
o aumento da acidez do meio ¢ a diminuicdo da viabilidade celular de
Saccharomyces cerevisiae em cultivo associado com bactérias durante a
fermentagdo alcodlica de cana-de-agiicar. Segundo estes autores, a acidez do
mosto em fermentagdo ¢ o principal fator que causa a reducdo da viabilidade

celular das leveduras durante a fermentagao alcoodlica.

2.5 Microrganismos envolvidos na fermentacao

A cachaga ¢ obtida a partir de uma fermentagao natural de caldo de cana
recém-cortada ¢ moida. Na extragdo do caldo, muitos microrganismos sdo
capazes de passar para a parte liquida, formando a microbiota natural do mosto.

Esta inoculagdo de microrganismo selvagem se d4 por meio da matéria-prima,



daqueles existentes no meio ambiente, nas superficies de recipientes, utensilios e
também de substratos utilizados para o preparo do indculo ou pé-de-cuba
(Novaes et al., 1971; Yokoya, 1995). Os termos pé-de-cuba, pé-de-fermentacdo
ou lévedo geralmente sdo utilizados para designar o volume inicial ou massa de
fermento que ¢ adicionado ao mosto, para que a fermentagdo se realize. Sao
varios os tipos de fermentos utilizados na preparagao do pé-de-cuba, entre eles o
“caipira” ou natural, constituido de leveduras selvagens, ocorrendo
espontaneamente no processamento o fermento prensado e o selecionado (Maia,
1995).

A fim de melhorar as condi¢des de atuacao deste indculo selvagem, t€ém-
se criado varias receitas que normalmente sdo adotadas por diferentes
produtores. Uma delas consiste no seguinte (Novaes et al., 1971): em um saco de
aniagem colocam-se 2 a 3 quilos de farelo de arroz, 2 a 3 quilos de fuba, 0,5 a 1
quilo de bolacha doce e quantidade suficiente de caldo de laranja azeda ou limao
para formar uma pasta. O volume inicial do indculo, depois de sedimentado,
deve equivaler a, no minimo, a 20% do volume do cocho de fermentagdo.

A fermentagdo artesanal de cachaga de cana tem a caracteristica de ser
conduzida por uma diversidade de leveduras, com predominancia de linhagens
de Saccharomyces cerevisiae (Schwan et al., 2001). Leveduras apiculatas
(principalmente Kloeckera japonica) e espécies de Candida, Kluveromyces e
Pichia também foram freqiientemente isoladas (Morais et al., 1997; Pataro et al.,
2000; Guerra et al., 2001; Schwan et al., 2001). Geralmente, o in6culo utilizado
na fermentacdo consiste de uma populagao mista de levedura contendo em torno
de 3,6 x 10° UFC/mL e de 3,6 x 10* UFC/mL de bactérias (Schwan et al., 2001).

Espécies de leveduras foram encontradas em numero variavel,
provavelmente devido a adicdo diaria de caldo da cana nas dornas de
fermentacdo. Saccharomyces cerevisiae também ¢ a levedura dominante nas

fermentagdes espontineas para a producdo de alcool combustivel (Cabrini &
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Gallo, 1999), de vinhos (Fleet et al., 1984; Heard & Fleet, 1985; Torija et al.,
2001; Lopes et al., 2002) e da tequila (Lachance, 1995). Embora S. cerevisiae
seja a espécie dominante em vinhos, outras leveduras sdo também encontradas
nos primeiros estagios da fermentagdo, como as leveduras apiculatas,
principalmente pertencentes aos géneros Kloeckera, Hanseniaspora, Candida
(Fleet et al., 1984; Heard & Fleet, 1985).

Leveduras fermentativas proporcionam caracteristicas tipicas em relagao
a tolerancia as condigdes do meio durante todo o processo fermentativo, que vai
desde a etapa do pé-de-cuba até o final da fermentacdo alcoolica. Nessas
condi¢des, esses microrganismos sdo capazes de tolerar altas concentragdes de
acucares, baixos valores de pH e altas concentragdes de etanol (Pataro et al.,
1998).

Semelhante ao processo de formagdo de indculo para a producdo da
cachaga de cana, a utilizacdo de leveduras selvagens e selecionadas também ¢
feita para a producdo do “heavy rum” e o “light rum”. Os primeiros s@o rums
com sabor bastante pronunciados, provenientes da Jamaica e Antilhas Francesas,
que s@o produzidos por fermentagdo utilizando culturas mistas naturais. Para
isso, 0 mosto ¢ inoculado com leveduras presentes no ar e nas matérias-primas
(caldo de cana emelago diluido). Nessas fermentagdes, os lactobacilos
desempenham importante papel, por contribuirem para a producdo de certos
acidos e ésteres. Os “light rums”, com sabor menos pronunciado e proveniente
principalmente de Porto Rico, sdo produzidos por fermentagdo utilizando

culturas puras de leveduras (Fahrasmane et al., 1998).

2.5.1 Leveduras selecionadas
As leveduras s3ao fungos unicelulares, sendo a maioria delas
classificadas como ascomiceto. As células de levedura sdo geralmente esféricas,

ovais ou cilindricas. Reproduzem-se normalmente por brotamento ou fissdo
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binaria (Madigan et al., 2004). Sdo microrganismos anaerobicos facultativos,
capazes de metabolizar agucares produzindo didéxido de carbono e agua na
presenga de oxigénio. Em condi¢des anaerdbicas, os aglicares sdo convertidos a
etanol e dioxido de carbono (Tortora et al., 2002).

O uso de cepas selecionadas de S. cerevisiae na producao de cachaga
tem contribuido para o aumento da produtividade e melhorado a qualidade da
bebida em muitos alambiques, principalmente em relagdo aos teores de acidez e
concentragcdes de alcoois superiores (Pataro et al.,, 2002). Schwan e
colaboradores t€ém trabalhado nos ultimos anos com selecdo de leveduras com
caracteristicas apropriadas para a fermentagdo de cachaga de qualidade. Nesse
trabalho de selecdo, foram produzidas quatro dissertacdes de mestrado
(Mendonga, 1999; Fialho, 2000; Campos, 2003; Carvalho, 2004).

Mendonga (1999) isolou 387 leveduras de 10 alambiques da regido Sul
de Minas Gerais; dessas 158 foram identificadas como S. cerevisiae por meio de
testes bioquimicos, fisiologicos e confirmados por técnica de polimerase chain
reaction (PCR). Destes isolados, cinqiienta foram selecionadas por apresentarem
rapida assimilagdo de agucares nos testes fermentativos (produgdo de etanol e
CO,). Apo6s nova selegdo com relagdo a floculagdo e producdo de etanol, a S.
cerevisiae CA 116 foi escolhida por apresentar a mais alta produtividade e
rendimento etanolico.

No experimento realizado por Fialho (2000), a levedura CA 116 se
apresentou bastante eficiente durante o processo fermentativo em caldo de cana,
persistindo até o 24° dia de fermentagao.

Campos (2003) testou trés cepas de S. cerevisiae (CA116; FC9; RL11),
sendo avaliadas quanto ao potencial fermentativo. Depois de multiplicados,
esses isolados foram testados em alambique comercial por dois anos

consecutivos. A cepa selecionada CA116 foi capaz de persistir ¢ dominar a
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fermentagdo frente as contamina¢des bacterianas e de outras leveduras
selvagens.

Carvalho (2004) testou a capacidade fermentativa da levedura
selecionada (CA116) em co-incubagdo com Lactococcus lactis nas fermentagdes
em frascos e dornas. Em geral, a cepa CA 116 reprimiu o crescimento da L.
lactis durante a co-incubagdo, porém, a presenga da bactéria ndo contribuiu e
nem interferiu na qualidade da bebida final produzida.

Oliveira et al. (2004) verificaram a eficiéncia fermentativa de 24
linhagens de S. cerevisiae e 6 de ndo-Saccharomyces isoladas de destilarias de
cachacga artesanal em Minas Gerais. Os autores concluiram que varias linhagens
isoladas de S. cerevisiae apresentaram valores de rendimento similares aos de
linhagens industrial utilizadas na produgdo de alcool. As linhagens nao-
Saccharomyces apresentaram baixo potencial para competicdo e producdo de

etanol, com excegdo da Pichia subpelicullosa.

2.5.2 Bactérias laticas

As fontes primarias de contaminagdes no processo de fermentagdo
alcodlica sdo os microrganismos que sdo encontrados naturalmente nas plantas,
no solo, na matéria organica em decomposicdo e que podem estar associados as
pragas e doencas das culturas (Yokoya, 1991). O caldo de cana é 6timo substrato
para o crescimento de microrganismos devido aos altos teores de nutrientes
organicos e inorganicos, elevada atividade aquosa, pH e temperaturas favoraveis
(Gallo, 1992).

Estudos da contaminagdo bacteriana durante a fermentagdo alcoodlica
tém caracterizado os aminoacidos oriundos da levedura morta como sendo
importantes para a nutri¢do ¢ o desenvolvimento de lactobacilos (Oliva-Neto &

Yokoya, 1996).
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A presenga de bactérias na fermentacdo alcodlica geralmente provoca
decréscimo no rendimento de etanol, baixo crescimento da levedura, menor
utilizacdo de carboidratos e aumento da acidez (Makanjuola et al., 1992). Neste
mesmo trabalho, os autores constataram que uma contagem de bactéria de 4,5 x
10* UFC/mL em 30 horas resultou numa redugdo de 17% no rendimento do
etanol.

Contaminag¢des bacterianas em  fermentacdes industriais  sdo
consideradas prejudiciais quando estdo acima de 5,0 x 10° UFC/mL; nestes
casos, 0s prejuizos econdmicos sdo significativos quando atingem valores acima
de 1,0 x 10" UFC/mL, ou, entdo, acima de 1,0 x 10® UFC/mL quando ocorrem
quedas nos rendimentos fermentativos (Cherubim, 2003). A queda observada no
rendimento fermentativo geralmente deve-se a redugdo da viabilidade celular
das leveduras em funcdo do aumento da acidez no mosto ap6s oito horas de
cultivo associado com bactérias contaminantes do género Bacillus e
Lactobacillus da fermentagdo alcoodlica (Alcarde et al., 2002).

As bactérias do acido latico fermentam agucares produzindo acido
latico (homofermentativo), com pequenas quantidades de acido acético e CO,.
Os microrganismos heterofermentativos obrigatorios produzem gas (CO,) a
partir de glicose, acido latico e também produzem acido acético e ou etanol
(Hammes et al., 1991). As bactérias do acido latico ndo possuem o ciclo de
Krebs e a cadeia respiratoria classica, que sfo os fatores limitantes para
ambientes com baixas concentragdes de oxigénio (Kandler & Weiss, 1986).

A Figura 3 ilustra as vias pelas quais sdo metabolizadas as hexoses e
dividem as bactérias acido-laticas em dois grupos: homolaticas e heterolaticas.
As bactérias homolaticas utilizam a via de EMP para gerar dois moles de lactato
por mol de glicose, enquanto que as heterolaticas produzem quantias
equimoleculares de lactato, CO, e etanol a partir de glicose pela via metabdlica

monofosfato-hexose ou via da pentose-fosfato (Caplice & Fitzgerald, 1999).
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Em estudo com identifica¢do de bactérias contaminantes em destilarias,
o género Lactobacillus representou 71% do total de Gram-positivas; destes, 24%
foram do género Bacillus. As bactérias produtoras do acido latico formaram os
grupos com popula¢des maiores, apesar de ndo terem sido capazes de se
multiplicar durante o processo fermentativo (Schwan et al., 2001).

Embora existam variagdes entre os microrganismos identificados, todos
os trabalhos apontam para o predominio de bactérias Gram-positivas no
ambiente fermentativo, predominando os géneros Bacillus e Lactobacillus
(Stroppa et al., 1998).

Gallo (1992) verificou, que na microbiota bacteriana isolada de mosto e
de dornas de fermentagdo alcoodlica, houve predominio de bactérias Gram-
positivas (98,52%), bastonete (87,76%) e ndo esporuladas (73,95%). O género
Lactobacillus foi o contaminante mais freqiiente (59,75%), seguido de Bacillus
(26,58%). As espécies isoladas com maior freqii€ncia foram: Bacillus coagulans
(15,09%), Lactobacillus fermentum (15,04%), Lactobacillus helveticus
(14,08%), Bacillus stearothermophilus (6,91%) e Lactobacillus plantarum
(5,69%)

As interagdes levedura-bactéria tém sido estudadas exaustivamente,
visto que, durante a fermentacdo alcodlica, a contaminagdo bacteriana promove
a formagdo de flocos imediatamente ap6s o contato das bactérias com as
leveduras (Gallo & Canhos, 1991; Yokoya & Oliva-Neto, 1991; Yokoya, 1991).

O isolamento freqiiente de cepas de L. fermentum em fermentagdes
floculadas evidenciou sua importdncia como contaminante de processos
industriais (Yokoya & Oliva-Neto, 1991). Chin & Ingledew (1994), avaliando o
efeito de bactérias produtoras de acido latico em fermentacdo de bebidas

destiladas, observaram que, apds 5 fermentacdes, ocorreu aumento gradual do
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Glicose

Homolatica Heterolatica
Glicose-6-P Glicose-6-P
Frutose-6-P 6-fosfogluconato
Frutose-1,6-DP Ribulose-5-P
Xilulose-5-P

2\

Gliceraldeido-3-P  — Diidroxiacetona-P Gliceraldeido-3-P Acetil-P
2-Piruvato Piruvato Acetaldeido
2-Lactato Lactato Etanol

FIGURA 3 Esquema geral da fermentacgdo de glicose por bactérias acido laticas.
Fonte: Caplice & Fitzgerald (1999)

teor de acido latico, levando a reducgdo de cerca de 60% na viabilidade da
levedura.

Wick & Lebeault (2001) avaliaram a quantidade de glicose consumida
em meio MRS e metabolitos produzidos por Saccharomyces cerevisiae var.
chevalieri e bactérias laticas em cultura mista. A quantidade de glicose

consumida era maior para L. brevis (homofermentativa) do que para L.
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plantarum (heterofermentativa), sugerindo que a competicdo entre bactéria
homofermentativa e levedura pela glicose era maior.

Alcarde & Yokoya (2003) verificaram que L. fermentum, L. plantarum,
Lactobacillus fructivorans, Lactobacillus fructosus e Lactobacillus buchneri
podem provocar a floculacdo de leveduras FT 134L/PE-2 ¢ FT 136L/VR-1
durante a fermenta¢do alcodlica. Entretanto, nem as espécies ou cepas de
Lactobacillus provocaram a floculagdo do fermento industrial, pois ha
necessidade de certa variagdo da relacdo levedura/bactéria, para algumas
espécies de Lactobacillus.

Avaliando a taxa de floculagdo em fermentacdo induzida por L.
fermentum CCT 1405 sob o efeito dos diferentes valores de pH sobre o
fermento, Souza & Mutton (2004) constataram que o tratamento acido do
fermento promoveu a dispersao dos flocos de acordo com o pH utilizado.

Os maiores prejuizos causados pela contaminagdo bacteriana sdo a
degradacdo da sacarose e a formagdo dos acidos latico e acético, que ocasionam
perda de agucar e intoxicagdo das leveduras (Oliva-Neto & Yokoya, 1997).

Essia Ngang et al. (1992) estudaram a estimulacdo no desenvolvimento
de Lactobacillus casei em cultura mista com S. cerevisiae em meio de melago de
beterraba e relataram que o estimulo também ocorre, principalmente, devido a
hidrolise da sacarose em hexoses (glicose e frutose), proporcionando maior
facilidade de assimilagdo dos carboidratos pala bactéria.

Thomas et al. (2001) pesquisaram o efeito da fermentacdo em batelada
com cultura mista de mosto a base de milho e relataram que a presenga de L.
fermentum provocou decréscimo na producdo de etanol, aumento do desvio de
carboidratos para a producao de glicerol e acido latico, queda na viabilidade da
levedura, reducao na formagdo de massa celular e inibicdo no desenvolvimento

da bactéria.
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Guchte et al. (2002) relatam que o efeito do acido latico sobre a bactéria
acido-latica ndo é plenamente conhecido, mas aceita-se que ocorre a difusdo
passiva e que o acumulo intracelular reduz o pH, afetando a permeabilidade da
membrana. A propor¢do de acidos graxos presentes na membrana plasmatica da
bactéria determina sua resisténcia aos estresses causados pela presenca de
acidos.

Em algumas situacdes, a presenga da levedura favorece o
desenvolvimento bacteriano; em outros casos, a fermentacdo é considerada um
otimo inibidor da multiplicagdo bacteriana, seja pela presenca do etanol, de
acidos organicos ou pela rapida assimilagdo do substrato (Basso et al., 1997;
Thomas et al., 2001).

Em seu trabalho, Cherubim (2003) concluiu que a linhagem
Fleischmann de S. cerevisiae exerceu maior estimulo a multiplicacdo da bactéria
L. fermentum CCT 1407 quando comparada com a linhagem PE-2, sendo esse
estimulo inversamente proporcional a viabilidade celular apresentada pela
levedura. A contaminacdo por L. fermentum, além de causar floculacdo, teve
grande influéncia sobre a viabilidade de S. cerevisiae, reduzindo-o a valores
proximos a zero em cerca de 12 horas ap6s o término da fermentacdo alcoodlica
(Oliveira-Freguglia & Horii, 1998).

Narendranath et al. (1997) estudaram o efeito de diferentes espécies de
lactobacilos, em distintas concentrag¢des, no rendimento em etanol e crescimento
da levedura em mosto de malte de trigo e verificaram decréscimo do rendimento
em etanol em amostras. Estes autores observaram que esse decréscimo foi
devido ao desvio de carboidratos para o crescimento bacteriano e
conseqiientemente, a producao de acido latico. Os mesmos autores relataram que
a competicao entre leveduras e bactérias por fatores de crescimento foi causa
principal do menor desenvolvimento da levedura, ocasionando devido um menor

rendimento final em etanol.
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Analisando o processo de producdo de aguardente em quatro unidades
de producdo na regido de Jaboticabal, SP, Mutton & Providello (1998)
verificaram que elevados niveis de contaminagdo nas unidades foram
importantes para a viabilidade celular das leveduras, brotamento e o tempo de
fermentacdo. Além disso, foi constatado que a contaminacdo do processo
fermentativo afetou a qualidade das aguardentes produzidas, principalmente

quanto aos teores de acidez total e alcoois superiores.

2.5.3 Processo fermentativo

O processo fermentativo do mosto dura, em média, 24 horas. Em geral, a
fermentagdo pode ser conduzida por trés diferentes sistemas: batelada simples
(sistema descontinuo), batelada alimentada (sistema semicontinuo) e continua.
Esses sistemas sdo escolhidos de acordo com o tipo de industria. Os produtores
de cachaga artesanal adotam, comumente, o sistema de batelada simples, que
consiste em colocar o indculo e todo o meio a ser fermentado no cocho de
fermentagdo. Apos 24 horas, destila-se o vinho, inicia-se um novo ciclo,
utilizando-se para isso o indculo que permanece na dorna de fermentagdo
(Pataro et al., 2002).

Schwan & Castro (2001) relataram que a propagacdo do indculo nas
dornas de fermentagdo deve ser feita sob intensa aeracdo. Em relagdo ao teor de
agucar, normalmente recomenda-se que ele ndo ultrapasse a 2% a 3% (p/v), visto
que maiores concentra¢des prejudicam a respiragdo e o crescimento das células
de leveduras. Na fermentagdo propriamente dita, em que hd a conversdo do
agucar em etanol e CO,, o teor maximo de agucar tolerado pela levedura fica em
torno de 15% (p/v).

O acompanhamento da fermentagdo ¢ feito por meio de medigdes do
teor de °Brix, da temperatura, do tempo de fermentagdo, da acidez ¢ do pH.

Pode-se ainda realizar analises microscopicas do fermento para determinarem-se
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o rendimento e a produtividade da fermentacdo e de compostos secundarios

(Yokoya, 1995).

2.6 Destilacao

O vinho ¢ um produto resultante da fermentacdo do mosto, sendo
constituido por componentes solidos, liquidos e gasosos. Os componentes
liquidos sdo representados pela dgua (80% a 90%) e alcool etilico (6% a 10%).
Além destes, estdo presentes os acidos (acético, succinico e latico), alcoois
superiores (amilico, isoamilico, propilico, isopropilico, butilico e isobutilico),
glicerol, furfural, aldeidos e ésteres. Os solidos sdo representados pelos aglicares
ndo fermentados, sais minerais e substincias nitrogenadas (aminoacidos,
proteinas e acidos nucléicos). Ja os solidos em suspensos sao representados pelas
leveduras e bactérias, bagacilhos e minerais insoliveis como argila. O
componente gasoso principal € o gas carbonico (Yokoya, 1995).

Pelo aquecimento do vinho em alambique de cobre, formam-se vapores
mais ricos em etanol e demais substancias volateis, que sdo condensadas pelo
resfriamento, retornando a forma liquida. De um vinho com 7% a 8% de alcool
em volume, chega-se a um destilado com 38% a 54%. A temperatura de
ebuligdo esta entre 92,6°C a 95,9°C. Os primeiros vapores sdo condensados com
concentracdo entre 35,8% a 51,0% de alcool. Sendo que a medida que diminui o
teor alcodlico do vinho no alambique, o ponto de ebulicdo aumenta. Na primeira
fragdo do destilado, chamadas de cabega, saem os produtos mais volateis que o
alcool, como aldeidos, metanol e ésteres. O alcool etilico, a maior parte dos
aldeidos, ésteres, alcoois superiores e acidos volateis constituem a segunda
por¢do da destilacdo, chamada de coracdo; os compostos menos volateis que o
alcool etilico sdo obtidos da ultima destilacdo, chamada de cauda ou agua fraca,
que ¢ composta de acidos volateis e furfural (Boza & Horii, 1999; Yokoya,

1995).

20



Considerando apenas a destilagdo em batelada, em alambiques simples,
tal como na fabricagdo artesanal e semi-artesanal da aguardente, distinguem-se
usualmente trés fragdes destiladas ¢ Maia (1994) relata esta técnica usual de
destilagao:

a) o “destilado de cabega”, que corresponde a primeira fracao recolhida
na saida do alambique;

b) o “destilado de coracdo”, que ¢ a porgdo destilada correspondente a
aguardente;

¢) o “destilado de cauda”, ou “4gua fraca”, que ¢ a tultima fragdo
recuperada na saida do alambique.

Sales (2003) comenta que a separagdo entre as trés fragdes do destilado
¢ feita por meio de “cortes”. A primeira fracdo, denominada “cachaca de
cabeca”, € a que apresenta maiores concentragdes de metanol. A segunda fracao
¢ 0 “coragdo” e corresponde a cachaga, sendo realizado o seu “corte” quando a
cachaca atinge, aproximadamente, 45% de teor alcoolico. A terceira fragdo,
denominada de “cauda ou agua fraca”, possui os maiores teores de compostos
ndo volateis.

A destilagdo pode ser feita por dois sistemas, ou seja, em bateladas
(alambiques) e continua (colunas). Para a produ¢do de cachaga artesanal utiliza-
se a destilagdo em bateladas, que pode ser efetuada em alambiques simples ou
em alambiques de trés corpos. Tem-se observado que o alambique de cobre ¢
essencial para evitar a formagdo de odores desagradaveis na aguardente
(Yokoya, 1995). O fluxograma da Figura 4 representa o processo de produgdo de
cachacga.

Segundo Oliveira (2001), a destilagdo altera as caracteristicas sensoriais
das bebidas alcoodlicas, uma vez que as quantidades dos compostos volateis
absolutas e relativas sdo resultantes e influenciadas pela mesma, tendo sua

composi¢do determinada por muitos fatores, incluindo o tipo de destilador, o
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grau de purificacdo ¢ a selegdo das fracGes tomadas para inclusdo na bebida
destilada.

Os compostos secundarios da cachaga constituem um grupo de produtos
minoritarios oriundos da fermentagdo do mosto. Esses sdo os principais
responsaveis pelo aroma e sabor dos destilados, e em geral, sdo principalmente
os ésteres e aldeidos, porém, estes podem comprometer a qualidade da cachaga e
ser prejudicial a saude quando encontrados acima dos limites estabelecidos pelo
MAPA (Pereira et al., 2003). O esquema da Figura 5 representa o processo de
formacao dos principais compostos formados em processos fermentativos.

Oliveira et al. (2002) mostraram que trés linhagens de S. cerevisiae
provenientes de destilarias artesanais de aguardente de Minas Gerais produziram
maiores quantidades de alcoois superiores (alcool isoamilico, propanol e
isobutanol) do que a linhagem isolada de destilaria de alcool.

Furtado (1995) identificou, por meio de cromatografia gasosa, dez
componentes em aguardente de cana, que sdo acetaldeido, acetato de etila,
metanol, etanol, propanol, 2-butanol, isobutanol, butanol, alcool amilico e acido
acético. Os alcoois com mais de dois atomos de carbono formados durante o
processo de fermentagdo sdo conhecidos como oOleo de fusel, que sdo
provenientes, em grande parte, de reacdes de degradacdo de aminoacidos
ocorridos na fermentagdo. A formagdo de alcoois superiores, como o alcool
amilico a partir da leucina, o isoamilico a partir da leucina e o isobutilico a partir
da valina, os quais conferem odores caracteristicos as bebidas (Maia, 1994;
Yokoya, 1995).

O gosto, “flavour” e o buqué de uma bebida alcodlica sdo atribuidos, em
pequena parte, ao conteudo de etanol da bebida. A principal atragdo de uma
bebida alcodlica para o paladar é a grande variedade de combinagdes de
compostos organicos presentes em baixas concentragdes na bebida produzida

por acao de leveduras (Rose, 1977).
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FIGURA 4 Fluxograma do processo produtivo de cachaga (Fonte: Carvalho,
2004).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nas instalagdes dos laboratoérios de
Microbiologia do Departamento de Biologia (DBI), da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras, MG.

3.1 Microrganismos

Foram utilizadas culturas de Saccharomyces cerevisiae CA 116, isoladas
durante fermentacdes em alambiques da regido Sul de Minas Gerais e
pertencentes a cole¢do de leveduras do Laboratorio de Fisiologia e Genética
Molecular de Microrganismo (DBI/UFLA), e Lactobacillus fermentum CCT
1407, isolado de destilarias e pertencente a cole¢do da Fundagdo Tropical de

Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”, Campinas, SP.

3.2 Reativacao dos inéculos

3.2.1 Levedura

A levedura foi mantida a -20°C em glicerol (20%) e reativada em meio
YEPD (em g.L'I: dextrose, 20,0; extrato de levedura, 10,0; peptona, 10,0) a
28°C, por 24 horas. Pelas caracteristicas morfologicas e microscopicas do
isolado por meio de estrias compostas, foi verificada a pureza do

microrganismo.

3.2.2 Bactéria

A bactéria foi mantida em freezer (-20°C) em solugdo de leite desnatado
(Cherubim, 2003) e reativada em meio MRS (em g.L™' : dextrose, 20,0; peptona,
10,0; extrato de carne, 10,0; extrato de levedura, 5,0; acetato de sddio, 5,0;

citrato de amoénio bibasico, 2,0; fosfato de potassio dibasico, 2,0; sorbetano
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monooleato, 1,0; sulfato de magnésio, 0,2; sulfato de manganés, 0,05) a 37°C,
por 24 horas. O pH do meio foi ajustado entre 6,2 ¢ 6,5 e autoclavado a 121°C
por 15 minutos, segundo De Man et al. (1960). Pelas -caracteristicas
morfologicas e microscopicas do isolado por meio de estrias compostas, foi

verificada a pureza do microrganismo.

3.3 Preparo dos inéculos e adaptacdo dos microrganismos

A levedura S. cerevisiae CA 116 e L. fermentum CCT 1407, mantidas
sob congelamento (-20°C), foram reativadas transferindo-se 200uL das
suspensdes de células para 5,0mL de caldo YEPD para a levedura, e de caldo
MRS para bactéria, com incubagdo a 28°C e 37°C, respectivamente, por 24
horas. Em seguida, as culturas foram repicadas, por transferéncia de 1.000uL da
suspensdo de células para 200mL de meio YEPD (levedura) e MRS (bactéria),
para serem usadas como culturas estoques. Os microrganismos foram incubados
em estufa a 28°C e 37°C, respectivamente, sob agitacdo de 30 rpm por 24 horas.

Para padronizacdo do numero de células e adaptagdo aos meios

avaliados neste experimento, aliquotas de 1.000uL da cultura estoque de

levedura foram transferidas em 200mL de YEPD e MCC (caldo de cana 5,0

0,1°Brix + 1% de extrato de levedura), e outros 1.000uL da cultura estoque de

bactéria inoculadas em 200mL de MRS e MCC. Os microrganismos foram
incubados a 28°C (levedura) e 37°C (bactéria), a 30 rpm de agitagdo, por 24

horas.
3.4 Cana-de-acucar e preparo do mosto

As variedades de cana usadas foram as cultivares RB 835336 (médio) e

RB 72454 (tardia), fornecidas pelo Sitio Manganges, localizado no municipio de
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Lavras, MG. O caldo de cana foi extraido no mesmo dia de seu corte e filtrado
para retirada de impurezas (terra e bagacilhos).
O mosto foi conduzido ao Setor de Microbiologia (DBI/UFLA), onde se

procedeu a nova filtragem. Posteriormente, foi diluido com agua destilada de

forma a obter-se 5,0 + 0,1°Brix e suplementado com 1% de extrato de levedura

e autoclavado a 121°C por 15 minutos. Este meio de cultura liquido foi

denominado de meio caldo de cana (MCC).

3.5 Avaliacao da eficiéncia de dois meios na multiplicacao de Lactobacillus

fermentum CCT 1407

3.5.1 Inoculacio

Para a inoculagdo de L. fermentum nos meios MRS e MCC,
autoclavados a 121°C por 15 minutos, utilizaram-se aliquotas de 1.000uL do
in6culo adaptados anteriormente. O experimento foi realizado em frascos de
Erlenmeyers de 250mL com trés repeti¢des e incubados a 37°C, a 30 rpm por 28

horas.

3.5.2 Anailises realizadas
Durante o periodo de incubagdo, foram realizadas coletas em intervalos
de 7 horas para a avaliagdo dos teores de solidos soluveis totais (SST), pH,

agucares redutores (AR) e crescimento microbiano.

3.5.2.1 Analise microbioldgica
O crescimento da bactéria foi acompanhado ao longo de 28 horas, com o
uso da técnica de plaqueamento por microgotas (Romeiro, 2001), utilizando-se o

meio agar MRS, incubado a 37°C.
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3.5.2.2 Anadlise quimica

O teor de soélidos soluveis totais (SST) foi determinado por
refratometria, conforme normas da AOAC (1992), utilizando-se refratometro
digital ATAGO PR-32, com compensagdo de temperatura automdtica e
resultados expressos em °Brix.

O pH foi determinado utilizando-se potencidmetro digital Micronal
B474, segundo técnica estabelecida pela AOAC (1992).

O teor de agucares redutores foi determinado pelo método do acido

dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959).

3.6 Avaliacdo da interacdo de Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus

fermentum na fermentacao da cachaca artesanal

3.6.1 Cana-de-acucar e preparo do mosto

Para a produgdo do in6culo, o mosto foi diluido com agua destilada a 5
°Brix + 1% de extrato de levedura, sendo autoclavado a 121°C por 15 minutos.
Na etapa de multiplicacdo dos microrganismos, o caldo foi diluido a 7° e 10°Brix
(Carvalho, 2004). Na fase de fermentagdo em frascos e dornas, os mostos foram

diluidos a 15°Brix e autoclavado a 121°C por 15 minutos.

3.6.2 Preparo dos in6culos

Aliquotas de 1.000uL de cultura estoque das cepas de S. cerevisiae CA
116 em caldo YEPD e L. fermentum CCT 1407 em caldo MRS foram inoculados
em MCC. Para se alcancgar a concentragdo desejada de inoculo para fermentacdo
em frascos, varias alimentagdes foram realizadas, até a obtencdo de 600 mL de
inoculo de levedura com 10° UFC/mL (Carvalho, 2004). Na fase de fermentagio
em dornas, foi imprescindivel o abastecimento de mosto até a obtencao de 2,5L

de inoculo de CA 116, na concentracdo de 10° UFC/mL e 200mL de indculo
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CCT 1407 na concentragdo de 10’ UFC/mL, tanto para co-incubagio em dornas
como em frascos.

O caldo esterilizado a 121°C por 15 minutos e fornecido nas duas etapas
do experimento (frascos e dornas), foi tendo, progressivamente, seu teor elevado
em 5° 7° e 10 °Brix, estabelecendo-se uma concentra¢do aproximada de 10®

UFC/mL de leveduras e 10* UFC/mL de bactéria no mosto a ser fermentado.

3.6.3 Fermentaciao em frascos

Apos a produgcdo do indculo, os frascos a serem fermentados
isoladamente e em co-incubagdo foram inoculados com 100 mL da cepa CA 116
e 2mL de L. fermentum , contendo 1.500 e 1.600 mL de caldo a 15°Brix,
respectivamente. Os erlenmeyers em triplicata foram incubados a 30°C por 26

horas (Carvalho, 2004).

3.6.4 Fermentacao em dornas

Ap6s os inoculos terem crescido, inocularam-se 2,51 da cepa CA 116
em cada dorna (capacidade efetiva de 30L, em ago inox) para a realiza¢dao do
processo fermentativo isoladamente; para o cultivo misto, inocularam-se 2,51 da
CA 116 e 25mL da CCT 1407 para cada dorna. Foram utilizados 20L de mosto

em cada batelada (sistema de corte), sendo SL referentes ao pé-de-cuba.

3.6.5 Processo fermentativo

Os frascos em triplicata, contendo o mosto a 15 °Brix, com L. fermentum
CCT 1407, isoladamente e co-incubado com S.cerevisiae CA 116, foram
mantidos a 30°C, por 26 horas (Carvalho, 2004). Na fermenta¢do em dornas foi
utilizado o sistema de batelada alimentada, realizado da seguinte forma: apos a
formacdo do pé-de-cuba, foi iniciado o abastecimento com mosto estéril

(autoclavado) a 15°Brix, de modo que o teor de °Brix na dorna ficasse entre 5 a 7
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unidades. Cada alimentacdo foi realizada quando o °Brix do mosto era de 2 a 3
unidades, sendo 0 monitoramento feito por leitura direta em sacarimetro de Brix.

Em cada dorna de fermentacdo, foi adicionado um saco de aniagem
estéril contendo 125g de fuba e 125g de farelo de arroz como fonte de nutrientes
para as leveduras. A fermentagao foi concluida quando o teor de °Brix zerou ¢ as
leveduras decantaram no fundo da dorna. Apds a retirada do vinho, que foi
enviado ao alambique, as células (pé-de-cuba) foram usadas em novas bateladas,
com adi¢@o de novo caldo a 15°Brix. A fermenta¢ao durou aproximadamente 24
horas, sendo a temperatura no interior das dornas mantidas entre 30°C a 32 °C.
As dornas eram cobertas com tela de pano, para evitar a queda de insetos e a
entrada de sujidades no mosto de fermentacdo. Foram realizadas quatro
bateladas simples em duas dornas para cada tratamento (CA 116 isolada e co-

incubada com CCT 1407).

3.6.6 Destilacao

Ap6s o término da fermentacao de cada batelada, o vinho foi enviado ao
alambique de cobre com capacidade de 50L para a realizagdo do processo de
destilagdo, obtendo-se uma bebida com 38% a 48% de teor alcoolico. A primeira
fracdo deste destilado, denominada de ‘“cabeca”, foi constituida de 20% do
volume total da alambicagem (Campos, 2003). A segunda por¢do do destilado,
chamada de “cora¢do”, foi recolhida num recipiente, sendo o corte feito a 45%
de teor alcodlico. A tultima por¢ao da destilagdo, denominada de “cauda” ou
“4gua fraca”, saiu apds o corte. Durante a destilagdo, o teor alcoolico foi

monitorado com alcodmetro de Gay-Lussac.

3.6.7 Amostragem
Amostras foram coletadas no decorrer da fermentagdo para

plaqueamento, determinagdo de solidos soliveis totais (somente para frascos),
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acgucares redutores ¢ pH. Na fermentagdo em frascos, coletou-se amostra em
intervalos de 3 em 3 horas durante 12 horas de incubagdo, apés este periodo, a
coleta foi feita em intervalos de 7 horas, at¢é a 26* hora. No processo
fermentativo em dornas, foram coletadas amostras no final do enchimento da
mesma (tempo inicial) e apoés o envio do vinho ao alambique (tempo final)
(Carvalho, 2004).

Apo6s o término da alambicagem, foram amostrados 1.000 mL da fracao
coragao de todas as bateladas para analise fisico-quimica, sendo a cromatografia

realizada em todas bateladas das fracdes cabega, coracao e cauda.

3.6.7.1 Analise microbiologica

De cada amostra na fermentacdo em frasco, foram preparadas dilui¢cdes
seriadas, sendo o crescimento de leveduras e bactérias acompanhado em meios
YW e MRS, respectivamente. Na etapa de fermentagdo em dornas, o
crescimento celular de leveduras foi realizado pela técnica de espalhamento e
microgotas (Romeiro, 2001) para bactérias. Amostras retiradas dos frascos e
dornas da co-incubagdo utilizaram YW e MRS, acrescidos de ampicilina
(100pg/mL de meio) e nistatina (4mL de suspensdo oral 100.000 UI por litro de
meio), respectivamente. As placas foram incubadas em estufa B.O.D. a 28°C e

37°C, por 24 horas.

3.6.7.2 Analises quimicas

O teor de solidos soluveis totais (SST) foi determinado por
refratometria, conforme normas da AOAC (1992), utilizando-se refratdmetro
digital ATAGO PR-32 com compensacdo de temperatura automatica e
resultados expressos em °Brix.

O valor de pH foi determinado, utilizando-se potencidometro digital

Micronal B474, segundo a técnica estabelecida pela AOAC (1992). Os teores de

31



acgucares redutores foram determinados pelo método do acido dinitrosalicilico
(DNS) (Miller, 1959).

A andlise fisico-quimica da fragdo coragdo foi realizada no Laboratorio
de Analises Fisico-Quimicas de Bebidas do DQI/UFLA, avaliando-se os teores
de densidade relativa, cobre, grau alcodlico real, acidez volatil em acido acético,
alcool superior, aldeidos em aldeido acético, ésteres em acetato de etila e alcool
metilico (Brasil, 2003).

As andlises cromatograficas das fragdes cabecga, coragdao ¢ cauda foram
feitas em cromatdgrafo gasoso no Laboratorio de Analises Fisico-Quimica de
Bebidas do DQI/UFLA, onde se avaliou quantitativamente o teor de alcool
superior e metanol. O equipamento utilizado da marca Shimadzu, modelo 17A,
equipado com detector de chama ionizada. As fragdes da cachaca redestiladas
foram injetadas (1 pL) nas seguintes condi¢des de operacdo: detector e injetor
operando a 130°C e 150°C, respectivamente; coluna capilar (DB-WAX, 30m,
0,25mm de didmetro, fase estacionaria polietileno glicol), operando em
gradiente de temperatura (60°C/2,5min.; elevagdo de 2,0°C/min., até chegar a
80°C e permanecendo a 80°C /2min.). O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio,
com fluxo de 1,6123mL/min., a pressdo de 17,0psi e o split foi de 1:30. A
concentracdo dos alcoois superiores nas fragdes foi determinada pela curva-

padrao.

3.6.7.3 Analise sensorial

A analise sensorial da cachaga artesanal foi realizada por 50 provadores
ndo treinados, inicialmente selecionados por apreciarem a bebida. O painel de
provadores constituiu-se de alunos e professores da UFLA, com idade entre 18 e
55 anos. A cada provador foram fornecidas quatro amostras da bebida,
codificadas ao acaso, oriundas da fermentacdo com CA 116 (1% e 2% bateladas) e

co-incubagdo CA 116 + CCT 1407 (3" e 4" bateladas), respectivamente. A
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quantidade de cada amostra fornecida aos provadores foi de 10mL, intercalando-
se entre as amostras o branco (biscoito agua e sal e agua mineral) para ndo haver
interferéncia na avaliagdo seguinte.

Em cada amostra foram avaliados os atributos (aparéncia, aroma e
sabor) e aspectos gerais das bebidas por meio do preenchimento por parte de
cada provador de duas fichas (Figura 1A e 2A) de avaliacdo independentes e
separadas, na forma de Escala Hedonica (teste de preferéncia) de nove pontos

(Dutcosky, 1996).

3.6.7.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento para avaliacdo do meio de crescimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 2 tratamentos (MRS e MCC)
em 5 tempos (0, 7, 14, 21 e 28 horas de incubag@o) com 3 repeti¢des. A analise
estatistica foi realizada por meio do software SISVAR 4.3 (Ferreira, 1999). A
diferenca entre as médias foi verificada pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, para comparar o crescimento nos diferentes meios de cultivo de
L. fermentum CCT 1407.

O modelo estatistico adotado esta descrito abaixo:

Yij = BTGt

em que:
yij = observagdo referente ao tratamento 1 na repeti¢do j, sendo j = 1,2,3;
u = média geral associada ao efeito da observagao;

t; = efeito do tratamento 1, sendo 1= 1,2;

ejj = erro experimental associado a cada observagio yj;.
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Para o teste de preferéncia (analise sensorial) o experimento foi
conduzido em DIC, com 2 tratamentos [cacha¢a produzida por S. cerevisiae CA
116 e co-incubada com L. fermentum CCT 1407, avaliando-se 4 atributos
sensoriais (aparéncia, aroma, sabor ¢ aspectos gerais)] com 50 repeti¢des. A
analise estatistica foi realizada por meio do software SISVAR 4.3 (Ferreira,
1999). A diferenca entre as médias foi verificada pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

O modelo estatistico adotado esta descrito abaixo:

yu=u+t,+elj

em que:

yij = observacdo referente ao tratamento i na repeti¢do j, sendo j = 1,2,3,
ey 50;

p = média geral associada ao efeito da observacao;

t; = efeito do tratamento i, sendo i = 1,2;

e;j = erro experimental associado a cada observagao yj.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da eficiéncia de dois meios de cultivo na multiplicacio de
Lactobacillus fermentum CCT 1407

A bactéria Lactobacilllus fermentum CCT 1407 foi submetida a
avaliacdo de eficiéncia de crescimento em diferentes meios de cultivo De Man,
Rogosa e Sharp (MRS) e meio caldo de cana (MCC). Os resultados encontrados

para °Brix, pH e agucares redutores estdo apresentados na Figura 6.
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FIGURA 6 Avaliagdo do °Brix, pH e agucares redutores (AR) durante o
crescimento de Lactobacillus fermentum CCT 1407 em dois meios
de cultivo (MRS e MCC)
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O teor de solidos soluveis totais (°Brix) inicial observado foi de 5,7 no
meio de cultivo MRS e de 6,9 no meio de cultivo MCC (5°Brix + 1% de extrato
de levedura). Apds 28 horas de incubagdo com L. fermentum CCT 1407, o valor
do °Brix decresceu até 1,1 no meio MRS. Nédo foi observado decréscimo
significativo no valor do °Brix inicial no meio MCC (Figura 6).

O teor de solidos soluveis totais (°Brix) corresponde as concentragdes de
sacarose (em maior propor¢ao) e outros agucares (Aquarone, 2001). A maior
concentracdo de °Brix do meio MCC comparado com o meio MRS,
possivelmente, foi devido ao fato do primeiro meio possuir aglicares nao
redutores (sacarose) em sua composi¢cdo, o que ndo ocorre com o meio MRS.

Foi realizado o acompanhamento do valor de pH dos meios testados
(MRS e MCC) durante o crescimento da cepa de L. fermentum. Observou-se
que, no intervalo entre 7 a 21 horas ap6s a inoculagdo, houve maior decréscimo
do valor de pH do meio de cultivo e, apds este intervalo, a variagdo foi minima.
Os valores de pH decresceram 2,18 e 2,78 unidades apds 28 horas de incubagao
para os meios MRS e MCC, respectivamente. Os valores finais encontrados do
pH nos meios de cultivo foram de 4,28. Isto sugere que L. fermentum ¢
produtora de acidos em caldo MRS (Figura 6). Oliveira-Freguglia (1998) obteve
resultados semelhantes nos valores de pH em meio de cultivo a base de caldo de
cana suplementado com extrato de levedura (1,0%) e peptona (1,0%).

O teor de agucares redutores foi inicialmente mais elevado no meio
MRS. Isto pode ter ocorrido porque este meio tem em sua composi¢do dextrose
(agticar redutor) na propor¢io de 20g.L"'; em contrapartida, o meio MCC ¢é
composto por elevadas concentragdes de sacarose (agucar ndo redutor) e
pequenas de acucares redutores. Durante o periodo de 28 horas de incubacdo, a
variacdo do consumo de agtcares redutores (Ty - Topg) pela bactéria variou de

3,44 a 0,62g.L" para os meios MRS e MCC, respectivamente (Figura 6).
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Os resultados da avaliagdo do crescimento da cepa de Lactobacillus
fermentum CCT 1407 em dois meios de cultivo (MRS e MCC) estdo
apresentados na Figura 7. A cepa de L. fermentum CCT 1407 apresentou
crescimento de 1,45 x 10° UFC/mL ao ser cultivada em MRS ¢ 2,95 x 10°
UFC/mL no MCC, em 28 horas de incuba¢do. Foi observada diferenca
significativa (P<0,05) no crescimento da bactéria entre os meios testados apos
14 e 21 horas de incubagdo (Figura 7). Este resultado permite sugerir que o meio
MCC nas condi¢cdes de avaliagdo proporcionou aparentemente melhor
crescimento quando comparado ao meio MRS.

Alcarde et al. (2002) utilizando meio a base de caldo de cana
suplementado extrato de levedura e peptona, observaram contagens
populacionais superiores aquelas obtidas nos meios tradicionais, principalmente
das bactérias do género Lactobacillus. Estes mesmos autores comentaram que o
meio de cultivo a base de caldo de cana foi capaz de proporcionar maior
populagdo bacteriana por simular a composi¢do do mosto no meio no qual as

bactérias foram isoladas no processo industrial de produgéo de alcool.
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FIGURA 7 Avaliagdo do crescimento de Lactobacillus fermentum em dois
meios de cultivo (MRS ¢ MCC)

4.2 Avaliacao da interacio de S. cerevisiae CA 116 e L. fermentum CCT 1407

na fermentacio da cachaca artesanal

4.2.1 Avaliacao do crescimento
A interacdo de S. cerevisiae e L. fermentum na fermentagao da cachaga
artesanal foi observada cultivando-se S. cerevisiae isoladamente e co-incubando-
se os dois microrganismos em frascos erlenmeyers (2.000 mL) com caldo de
cana a 15°Brix a 30°C. Os resultados observados estdo apresentados na Figura 8.
Em geral, a cepa S. cerevisiae CA 116 apresentou tendéncias similares
no crescimento avaliado pela contagem de UFC (log UFC/mL) e na

concentracao de solidos soluveis totais (°Brix) durante o periodo de 26 horas
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FIGURA 8 Avaliacdo da concentracdo de solidos soluveis totais (°Brix) e do
crescimento (log UFC/mL) de S. cerevisiae CA 116 inoculada
isoladamente e co-incubada com L. fermentum CCT 1407 em
frascos com caldo de cana 15 °Brix a 30 °C

de incubacdo, quando inoculada isoladamente ou co-incubada com L. fermentum
CCT 1407 (Figura 8).

A avaliagdo por meio da curva de crescimento demonstrou que S.
cerevisiae, quando co-incubada com o L. fermentum, ndo apresentou,
aparentemente, nenhum tipo de inibi¢do ou interferéncia em seu crescimento.
Foi observado aumento do nimero de células, de 1,66 x 10® (8,22 log UFC/mL)
para 9,72 x 10° UFC/mL (8,98 log UFC/mL). Por outro lado, o °Brix do meio de
cultivo decresceu, aproximadamente, de 12,3 para 5,0, em ambos os tratamentos

avaliados durante no periodo de 26 horas de incubacao (Figura 8).
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Isso pode ter ocorrido porque tanto a glicose quanto a frutose sdo
fermentaveis de forma direta, enquanto que para a sacarose ha a necessidade da
inversdo (D-glicose + D-frutose) enzimatica pela agdo da invertase proveniente
de S. cerevisiae (Aquarone et al., 2001).

Os resultados obtidos na avaliagdo da concentragdo de solidos soltiveis
totais (°Brix) e do crescimento de L. fermentum inoculado isoladamente e co-
incubado em frascos de erlenmeyers de 2.000 mL com caldo de cana a 15°Brix,
estdo apresentados na Figura 9.

O mosto, quando foi inoculado isoladamente com L. fermentum CCT
1407, apresentou pouca variagdo no teor de soélidos soluveis totais (°Brix).
Entretanto, quando esta bactéria foi co-incubada na presenca de S. cerevisiae CA
116, os valores variaram de 12,3 para 4,8, em 26 horas de incubagdo,
demonstrando que aparentemente apenas a levedura possui a capacidade de
utilizar a sacarose presente no caldo de cana (Figura 9).

Durante o crescimento de L. fermentum, os resultados demonstraram que
esta, quando co-incubada com a S. cerevisiae, teve o seu crescimento reprimido
devido a perda da viabilidade celular, principalmente 12 horas apds a incubacao
(Figura 9). Segundo Basso et al. (1997), a fermentacdo pode causar uma agao
antibacteriana, exercida pelo acido succinico sinergicamente com etanol,
metabolitos estes produzidos por S. cerevisiae na fermentacao.

Os resultados do nimero de células de levedura durante o processo
fermentativo em dornas nos tempos inicial (enchimento da dorna: T0) e final
(esvaziamento da dorna com vinho a 0 °Brix: Tf) estdo apresentados na Figura
10. O namero de células (log UFC/mL) no interior da dorna ¢é referente as
células no inicio e final da fermentagdo, apds quatro bateladas alimentadas. A
quantidade de células presentes ao final da fermentagao deveria ser semelhante a
do inicio da batelada seguinte, o que nao ocorreu ao longo das bateladas, devido

a dificil homogeneizagdo do mosto causado pela floculacao das leveduras.
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FIGURA 9 Avaliacdo da concentracdo de solidos soluveis totais (°Brix) e do
crescimento (log UFC/mL) de L. fermentum CCT 1407 inoculado
isoladamente e co-incubado com S. cerevisiae em frascos com
caldo de cana 15°Brix a 30°C

O valor inicial (T0) oscilou entre 1,6 x 10 ¢ 6,6 x 10° UFC/mL (8 a 10
log UFC/mL) e, no tempo final (Tf), entre 2,2 x 10" ¢ 2,0 x 10" UFC/mL (12 a
14 log UFC/mL) (Figura 10).

Resultados semelhantes a estes foram observados por Carvalho (2004)
trabalhando na avaliagdo da interacdo de Saccharomyces cerevisiae ¢
Lactococcus lactis na fermentag¢do da cachaca artesanal. Os valores encontrados
com a CA 116 inoculada isoladamente variaram de 9 a 10 log UFC/mL no

tempo inicial e de 12 a 14 log UFC/mL no tempo final de fermentagao.
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FIGURA 10 Avaliagdo do crescimento de S. cerevisiae CA 116 durante a
fermentacdo em dornas em quatro bateladas alimentadas nos
tempos inicial (T0) e final (Tf) do enchimento das dornas

Verificou-se que o Tf da fermentacdo com S. cerevisiae inoculada
isoladamente apresentou um menor valor de populagdo na ordem de 3,6 x
10"*UFC/mL (12,56 log UFC/mL) na 1* batelada, em relagdo ao valor da 4°
batelada 2,0 x 10"° UFC/mL (13,31 log UFC/mL).

Os resultados encontrados para a avaliagdo do crescimento de S.
cerevisiae e L. fermentum durante a fermentacdo em dornas com quatro
bateladas alimentadas nos tempos iniciais (TO) e finais (Tf) do enchimento da
dorna estdo apresentados na Figura 11.

No grafico da Figura 11 percebe-se que o tempo final (Tf) de
crescimento foi superior ao tempo inicial, o que, possivelmente, foi causado por
problemas no momento de coleta das amostras. Houve uma oscilagdo no

tamanho da populagdo de S. cerevisiae no tempo inicial (TO) entre 1,7 x 10% e
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7,8 x 10° UFC/mL ( 8,24 a 8,89 log UFC/mL) e no tempo final (Tf) de 9,3 x 10°
e 3,4 x 10" UFC/mL (8,35 a 10,53 log UFC/mL). Na populagio de L.
fermentum no tempo inicial (T0), os resultados oscilaram de 6,2 x 10" a 1,1 x 10°
UFC/mL (7,79 a 8,04 log UFC/mL) ¢ o tempo final (Tf) de 1,5 x 10%a 2,6 x 10°
UFC/mL (8,19 a 8,41 log de UFC/mL). Essas diferencas apresentadas entre os
tempos TO e Tf para os microrganismos co-incubados foram semelhantes aos
obtidos na fermentagdo em frascos.

A populacdo de L. fermentum durante a co-incubagao tanto nos frascos
como nas dornas, manteve-se aparentemente constante e nao persistiu por um
longo periodo, concordando com o que foi descrito por Schwan et al. (2001).
Estes autores observam, ainda, que as bactérias produtoras do acido latico
formam o grupo mais populoso, apesar de niao terem sido capazes de se

multiplicar durante a fermentacao.
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FIGURA 11 Avaliagdo do crescimento de S. cerevisiae CA 116 e L. fermentum
CCT 1407 durante a fermentagdo em co-incubag¢do em dornas com
quatro bateladas alimentadas nos tempos iniciais (TO0) e finais (Tf)
do enchimento da dorna

4.2.2 Avaliacao do teor de acucares redutores

O grafico da Figura 12 apresenta os teores de aglicares redutores
observados na fermentagdo em frascos erlenmeyers. A cepa de L. fermentum
CCT 1407 consumiu 4,75g.L"" num periodo de 26 horas de incubago.

O mesmo comportamento foi encontrado em mosto de trigo fermentado
com Lactobacillus plantarum inoculado isoladamente (Narendranath et al.,
1997). Esta bactéria consumiu menos de 10g.L" de carboidratos fermentaveis
para crescimento ¢ metabolismo. Resultados semelhantes foram observadas nas
cepas de Lactobacillus paracasei, Lactobacillus #3, Lactobacillus rhamnosus ¢

Lactobacillus fermentum (Narendranath et al., 1997).
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FIGURA 12 Avaliacdo do teor de actcar redutor na fermentagdo em frascos
com cepas de S. cerevisiae CA 116 e L. fermentum CCT 1407
inoculados isoladamente e co-incubados em caldo de cana
15°Brix a 30°C

Isoladamente e co-incubada com L. fermentum, a levedura apresentou
comportamento semelhante em relacdo ao consumo de agucares redutores
durante o periodo total de incubag@o. Os teores iniciais de agucares redutores
foram 10,09g.L" para a levedura avaliada isoladamente e de 9,02g.L" para a
levedura co-incubada, atingindo um pico de aproximadamente 26g.L"', em 12
horas de incubagdo para ambos os microrganismos testados (Figura 12). Este
pico ocorreu devido a hidrolise da sacarose por agdo da invertase (exoenzima)
extracelular procedente da S. cerevisiae CA 116. Os monossacarideos (D-glicose
+ D-frutose) assim formados s3o fosforilados e convertidos em intermediarios da
glicolise. Nota-se que a sacarose ¢ hidrolisada mais rapidamente do que

consumida, sendo o resultado semelhante na inoculagido isolada CA 116 ¢ co-

45



incubada, corroborando com os resultados obtidos em melago de beterraba por
Essia Ngang et al. (1992).

Nas fermentagdes em dornas conduzidas com a cepa de S. cerevisiae e
co-incubadas com L. fermentum, houve um comportamento semelhante quanto
ao consumo de acucares redutores. Foram encontrados os seguintes resultados
na diferenga entre tempos iniciais e finais nas quatro bateladas: 2,98; 2,91; 3,16
e 2,46g.L'l para a levedura inoculada isoladamente e 2,77; 2,10; 2,06 ¢ 2,07g.L'1
quando co-incubada. A variagdo destes teores ocorreu, provavelmente devido as
pequenas oscilagdes no volume e tempo de enchimento, na diferenca entre os
teores de agucar redutor nas repetigdes (Dornas A e B) e na metodologia adotada

para manutencao do teor de °Brix no interior das dornas entre 5 a 7 unidades.

4.2.3 Avaliacio do pH

A avalia¢do do pH durante a fermentagdo em frascos com cepas de S.
cerevisiae CA 116 e L. fermentum CCT 1407 inoculados isoladamente e co-
incubados em caldo de cana 15°Brix a 30°C, esta apresentada na Figura 13.

Inicialmente, o pH do caldo de cana inoculado com a bactéria L.
fermentum isoladamente apresentou valor de 5,58. No caso de S. cerevisiae, o
valor inicial do pH foi de 4,28 e, quando co-incubada com a L. fermentum,
apresentou pH de 4,30.

Os resultados dos valores de pH no meio de cultivo foram semelhantes,
tanto para S. cerevisiae inoculada isoladamente quanto a co-incubada com a
bactéria latica. Entretanto, quando se comparou o resultado encontrado para o L.
fermentum isoladamente, observou-se que a mesma apresentou valor mais
elevado de pH. Esta diferenca pode ter ocorrido devido aos métodos
experimentais utilizados, pois ha necessidade de ambientacdo da S. cerevisiae
CA 116 isoladamente e co-incubada ao °Brix do caldo de cana; a elevagdo deste

deve acontecer de forma gradativa para nao ocasionar um estresse osmotico da
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FIGURA 13 Avaliagdo do pH durante a fermentagdo em frascos com a cepa de
S. cerevisiae CA 116 e L. fermentum CCT 1407 inoculados
isoladamente e co-incubados em caldo de cana 15°Brix a 30°C

levedura, fato que ndo ocorre quando inoculada com a bactéria L. fermentum
(Figura 13).

A variacao de pH no meio, quando cultivado com L. fermentum e S.
cerevisiae isoladamente nos frascos, foi de 1,89 e 0,90, respectivamente, em 26
horas de incubacdo. Quando feita a co-incubagdo, o valor de pH apresentou
variagdo de 0,95, sendo semelhante a S. cerevisiae inoculada isoladamente
(0,90) (Figura 13).

O grafico da Figura 14 apresenta a variagdo do pH durante a
fermentagdo em dornas com cepa de S. cerevisiae CA 116 isoladamente e co-
incubada com L. fermentum CCT 1407 em caldo de cana.

As diferengas dos valores de pH para os tempos (TO e Tf) para a
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FIGURA 14 Valores de pH durante a fermentacdo em dornas com a cepa de S.
cerevisiae CA 116 isoladamente e co-incubada com L. fermentum
CCT 1407 em caldo de cana

fermentacdo com S. cerevisiae isolada e co-incubada com L. fermentum, em
quatro bateladas sucessivas foram de 0,29; 0,18; 0,03 ¢ 0,39 ¢ 0,05; 0,47; 0,26 ¢
0,12, respectivamente (Figura 14), mostrando que houve minimas oscila¢des de
pH entre as bateladas. As oscilagdes observadas entre as bateladas pode ter
ocorrido em fung¢do da variagdo do volume (enchimento e retirada do caldo) nas

dornas de fermentagao.
4.2.4 Analise fisico-quimica e cromatografica da cachaca artesanal

As Tabelas 2A e 2B apresentam os resultados das analises fisico-

quimicas das cachagas Tipo A (1%, 2%, 3% e 4° bateladas) e Tipo B (1%, 2?, 3% ¢ 4°
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bateladas) produzidas com a cepa de S. cerevisiae CA 116 e co-incubada com L.
fermentum CCT 1407, respectivamente.

O grau alcodlico da cachaga Tipo B (1* batelada) apresentou valor de
36% v/v, estando, portanto, fora do limite estabelecido pela legislagdo vigente
no Pais (Brasil, 2003).

Os resultados da acidez volatil, alcool superior, aldeidos, ésteres e soma
dos componentes secundarios encontram-se dentro dos padrdes em todas as
bateladas analisadas, indicando uma adequada conducdo da destilagdo (Brasil,
1997).

Os teores de cobre encontrados nas cachagas Tipo B (1% 2% 3% e 4*
bateladas) ficaram acima do estabelecido pela legislagdo, que ¢ de 5,0mg/L de
alcool anidro. Esse fato deve ter ocorrido, provavelmente, devido a deficiente
manuten¢do do alambique, ocasionada por uma parada imprevista ao longo do
desenvolvimento do trabalho.

A concentragdo de metanol na fragdo coragdo de todas as cachacas
analisadas encontra-se dentro do limite maximo de 0,25mg/100mL de alcool
anidro, indicando que o manejo realizado no momento do corte da fracdo
“cabega” das bebidas foi adequado. Segundo Maia (1994), numa correta
destilacdo, a fragdo “cabeca” deve concentrar a maior parte do metanol

proveniente do vinho num  pequeno  volume de  destilado.
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TABELA 2 Resultados de analise fisico-quimica de cachaga artesanal produzida com CA 116 (A) e co-incubagdo CA

116 + CCT 1407 (B)

(A)
Analises Limite Batelada

Minimo Maximo 1* 2° 3 4?
Exame organoléptico -X- -X- Normal Normal Normal Normal
Densidade relativa (20°C) -X- -X- 0,952 0,951 0,950 0,948
Cobre (mg/L) -X- 5 4,16 3,19 4,92 3,86
Extrato seco a 100°C (g/L) -X- -X- 0 0 0 0
Grau alcoolico real a 20°C (%v/v) 38 48 38 39 39,5 41
Acidez volatil em acido acético -X- 150 19,75 23,10 43,71 28.34
(mg/100 mL de éalcool anidro)
Alcool superior (mg/100mL de alcool -X- 300 257,07 240,33 210,55 218,14
anidro)
Furfural (mg/100mL de alcool anidro) -X- 5 -X- -X- -X- -X-
Aldeidos em aldeido acético -X- 30 15,03 12,37 12,51 12,62
(mg/100mL de alcool anidro)
Esteres em acetato de etila (mg/100mL -X- 200 61,78 54,44 55,82 54,77
de alcool anidro)
Soma dos componentes secundarios 200 650 353,65 330,25 322,60 313,89
(mg/100mL de alcool anidro)
Alcool metilico (mL/100mL de alcool -X- 0,25 0,005 0,004 0,003 0,011

anidro)

Continuagao...
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Tabela 2 Continuacao

(B)
Analises Limite Batelada

Minimo Maximo 17 2° 3 4?
Exame organoléptico -X- -X- Normal Normal Normal Normal
Cobre (mg/L) -X- 5 13,02 6,82 5,55 5,47
Extrato seco a 100°C (g/L) -X- -X- 0 0 0 0
Grau alcoolico real a 20°C (%v/v) 38 48 36 38 38,5 38
Acidez volatil em acido acético (mg/100mL -X- 150 47,54 37,53 27,30 22.82
de 4alcool anidro)
Alcool superior (mg/100mL de alcool -X- 300 250,27 223,20 232,30 239,38
anidro)
Furfural (mg/100mL de alcool anidro) -X- 5 -X- -X- -X- -X-
Aldeidos em aldeido acético (mg/100mL de -X- 30 16,97 22,39 23,62 25,31
alcool anidro)
Esteres em acetato de etila (mg/100mL de -X- 200 55,01 58,02 56,21 57,70
alcool anidro)
Soma dos componentes secundarios 200 650 369,80 341,16 339,44 34522
(mg/100mL de alcool anidro)
Alcool metilico (mL/100mL de alcool -X- 0,25 0,014 0,011 0,007 0,008

anidro)




TABELA 3 Concentragdo de alcoois superiores nas fragdes cabega, coracio e
cauda das amostras de cachagas artesanais provenientes de
diferentes tratamentos, cachagas Tipo A (1* e 2° bateladas) e B (3% ¢
4? bateladas)

Concentracio na cachaca artesanal (mg/100mL)
Alcoois Tipo A' Tipo A Tipo B’ Tipo B
superiores Fracoes

1? batelada 2% batelada 3% batelada 4? batelada

Cabega nd 11,67 nd 20,30
Propanol  Corag¢éo 26,70 nd nd 17,01
Cauda nd nd nd nd
Cabeca 98,94 29,98 29,56 25,21
Isobutanol  Corag¢éo 37,12 33,43 32,94 33,71
Cauda nd nd nd 8,38
Cabega nd nd nd nd
Butanol  Coragao nd 4,55 nd nd
Cauda nd nd nd nd
’ Cabeca 415,49 146,33 380,72 262,00
Aleool 0 acio 155,54 128,45 151,38 153,77
isoamilico
Cauda nd 22,55 27,54 36,09
’ Cabega nd nd nd nd
Al?qol Coracao nd nd nd nd
amilico
Cauda nd nd nd nd

1- Fermentagdo CA 116
2- Co-incubagdo CA 116 + CCT 1407
nd- ndo detectado

A Tabela 3 apresenta a concentragdo dos dalcoois superiores
determinados por meio de cromatografia gasosa das cachagas Tipo A (1% e 2°
bateladas) e Tipo B (3" e 4" bateladas) produzidas por S. cerevisiae CA 116 ¢ co-
incubadas com L. fermentum CCT 1407.

Os valores obtidos na composi¢@o cromatografica dos alcoois superiores
das cachagas Tipos A (1* e 2° bateladas) e B (3" e 4° bateladas), encontra-se na

Tabela 3. A cachaga Tipo A (1? batelada) diferenciou-se das demais por produzir
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as maiores quantidades de propanol, isobutanol, alcool isoamilico, com excecdo
de butanol produzido apenas pela cachaca Tipo A (2°* batelada). No caso da
aguardente de cana, tém sido também os mais determinados para avaliar a sua
qualidade (Brasil, 1997; Boza & Horii, 1998).

Os alcoois superiores totais das 4 cachagas confirmam os resultados da
analise fisico-quimica quanto ao limite maximo permitido pela legislagao e a
preferéncia dos provadores pela cachaca Tipo A (1? batelada), avaliada segundo
a andlise sensorial.

Nas cachacas analisadas, os alcoois superiores predominantes em ordem
decrescente foram: alcool isoamilico com concentragdo variando de 71% a
82,2%, isobutanol de 16,5% a 20,0%, propanol de 8,3% a 12,2% e butanol 2,7%.
Oliveira et al. (2002), estudando linhagens de S. cerevisiae isoladas de
fermentacdes de aguardente de cana-de-agucar artesanal, encontraram resultados
semelhantes nos teores predominantes de alcoois superiores, a exceg¢do do
butanol que ndo foi identificado pelos referidos autores.

O élcool isoamilico foi o composto que esteve presente em maiores
concentracdes em todas as bateladas analisadas, confirmando os resultados
encontrados por Campos (2003) e Fialho (2004).

O metanol foi encontrado em pequenas quantidades nas concentragdes
de 0,065 ¢ 0,063mL/100mL nas cachacas Tipo B (3* e 4° bateladas), indicando

que o corte da fragdo “cabega” foi corretamente realizado.
4.2.5 Analise sensorial da cachaca artesanal

Os resultados encontrados na analise sensoriais para os parametros de

aparéncia, aroma, sabor e aspectos gerais sdo apresentados na Tabela 4.
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TABELA 4 Valores médios das notas para cada atributo de analise sensorial

avaliado
Atributos
Bebida Aparéncia Aroma Sabor Aspectos

gerais
Tipo A' (1* batelada) 6,68" 6,66" 6,32" 6,50"
Tipo A (2% batelada) 6,42° 6,32" 6,16® 6,14
Tipo B? (3* batelada) 6,24 5,80° 5,26 5,46
Tipo B (4* batelada) 6,30° 5,80" 5,02¢ 5,08°

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna nao diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

1- Tipo A (1? e 2% bateladas): fermentacdo com S. cerevisiae CA 116;

2- Tipo B (3% e 4” bateladas): co-incubagdo S. cerevisiae CA 116 e L. fermentum
CCT 1407.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, observou-se que
ndo houve diferenca (P>0,05) entre os valores médios das notas para os atributos
aparéncia e aroma em todas as bebidas; entretanto, para os atributos sabor e
aspectos gerais houve diferenca (P<0,05) entre as cachacas Tipo A (1* e 2°
bateladas) e do Tipo B (3" e 4° bateladas). Esta diferenca nos indicou que a co-
incubag@o entre S. cerevisiae e L. fermentum alterou as caracteristicas sensoriais,
reduzindo a aceitagdo das bebidas. Isso pode ser atribuido aos valores
encontrados nas analises de acidez volatil, aldeidos e alcoois superiores, pois sao
compostos responsaveis diretamente pelo sabor, odor € aroma.

A acidez volatil na cachaca Tipo A (1* batelada) apresentou o menor
valor (19,75mg/100mL de alcool anidro) em comparacdo com as demais
bebidas, confirmando a preferéncia dos provadores pelos atributos de sabor ¢
aspectos gerais. Bebidas com teores elevados de acidez sdo consideradas mais
fortes, por ser um dos componentes mais agressivos ao organismo (Mutton &
Providello, 1998). Boza & Horii (1998) acrescentam ainda, por meio da

correlagdo entre andlises quimica e sensorial de varias aguardentes, & possivel

54



identificar que aguardentes com baixos teores de acidez apresentam as melhores
caracteristicas sensoriais.

As cachacas Tipo B (3" ¢ 4* bateladas) tenderam a apresentar maiores
teores de aldeidos, quando comparadas com as cachacas Tipo A (1* ¢ 2°
bateladas). O excesso de aldeidos nas cachagas pode ser uma indicacdo de
oxidagdo espontanea ou também da atividade de bactérias contaminantes
(Yokoya, 1995).

Outro fator que contribuiu para a baixa aceitacdo verificada para as
cachacas Tipo B (3" e 4° bateladas) foi a média de alcool superior. Na cachaga
Tipo A (1* e 2* bateladas), foram observadas as maiores médias: 257,07 e
240,33mg/100 mL de alcool anidro, respectivamente, em comparagdo com as
cachacas Tipo B (3 e 4° bateladas,) esses valores foram, respectivamente, de
232,30 e 239,38mg/100 mL de 4lcool anidro. Alcoois superiores sdo
responsaveis diretos pela alteracdo no odor da bebida, conferindo aromas
caracteristicos pelo fato de serem originados a partir do desvio do metabolismo
dos aminoacidos pelas leveduras (Cardoso, 2003).

A Tabela 5 apresenta as porcentagens de aceite e recusa das bebidas
(cachagas) em relacdo aos atributos analisados pela escala hedonica.

Considerando a aparéncia, o aroma, o sabor e o aspecto geral, a cachaca
mais aceita pelos provadores foi a Tipo A (1* batelada) com médias de: 82,3%;
89,2%; 91,5% ¢ 90,8% respectivamente, indicando uma melhor aceitagdo por
parte dos provadores. A cachaga Tipo B (4" batelada) apresentou porcentagem
de recusa maior em relacdo aos atributos avaliados, com excecdo da aparéncia,
apresentando médias de: 19,3% para aroma; 27,9% para sabor e 25,6% para
aspectos gerais, indicando mais uma vez que a co-incuba¢do influenciou

negativamente no “flavour” da cachaca.
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TABELA 5 Porcentagem de aceite e recusa das bebidas, conforme analise de
escala hedonica de 9 pontos respondida por 50 provadores nao

treinados
Atributos Bebida (1-4) (6-9)
Aparéncia Tipo A (1* batelada) 2,7% 82,3%
Tipo A (2% batelada) 6,5% 77,9%
Tipo B (3% batelada) 2,9% 71,5%
Tipo B (4* batelada) 5,4% 70,8%
Aroma Tipo A (1* batelada) 4,8% 89,2%
Tipo A (2% batelada) 6,6% 83,9%
Tipo B (3% batelada) 18,3% 76,5%
Tipo B (4% batelada) 19,3% 75,5%
Sabor Tipo A (1* batelada) 5,4% 91,5%
Tipo A (2% batelada) 13,3% 81,8%
Tipo B (3% batelada) 23,9% 72,2%
Tipo B (4? batelada) 27,9% 68,1%
Aspectos gerais Tipo A (1* batelada) 3,1% 90,8%
Tipo A (2% batelada) 13,0% 82,1%
Tipo B (3% batelada) 21,6% 74,7%
Tipo B (4% batelada) 25,6% 60,6%
(1-4) Recusa (6-9) Aceitacao
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5 CONCLUSOES

A partir dos dados observados foi possivel concluir que:

O meio MCC (5°Brix + 1% de extrato de levedura) apresentou mesma
eficiéncia para o crescimento da cepa de Lactobacillus fermentum CCT 1407
quando comparado com o meio MRS.

O crescimento de Saccharomyces cerevisiae ndao foi influenciado pela
co-incubagdo com Lactobacillus fermentum.

Lactobacillus fermentum ndo competiu com a Saccharomyces cerevisiae
pelo consumo de agucares redutores.

A co-incubagdo de Lactobacillus fermentum com Saccharomyces
cerevisiae ndo contribuiu para a redugao do pH.

A cepa de Saccharomyces cerevisiae CA 116 reprimiu o crescimento de
Lactobacillus fermentum ap6s 12 horas de co-incubacao.

A presenca de Lactobacillus fermentum durante a fermentagao alcodlica

interferiu negativamente na qualidade sensorial da cachaga artesanal.
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Nome:

ESCALA HEDONICA

TESTE DE PREFERENCIA

Data:

N° da amostra:

Avalie cada amostra usando a escala abaixo para descrever o quanto gostou ou
desgostou do produto, de acordo com os seguintes atributos:

APARENCIA

AROMA

SABOR

. Desgostei muitissimo

. Desgostei muito

. Desgostei regularmente
. Desgostei ligeiramente
. Indiferente

. Gostei ligeiramente

. Gostei regularmente

. Gostei muito

. Gostei muitissimo

O 001N LN K W —

O 001N L Wi —

. Desgostei muitissimo

. Desgostei muito

. Desgostei regularmente
. Desgostei ligeiramente
. Indiferente

. Gostei ligeiramente

. Gostei regularmente

. Gostei muito

. Gostei muitissimo

O 00 1O\ LN B WK =

. Desgostei muitissimo

. Desgostei muito

. Desgostei regularmente
. Desgostei ligeiramente
. Indiferente

. Gostei ligeiramente

. Gostei regularmente

. Gostei muito

. Gostei muitissimo

Comentarios:

FIGURA 1A Ficha modelo para avaliagdo sensorial de preferéncia da cachaga

em relacdo a aparéncia, aroma e sabor.
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ASPECTOS GERAIS DA CACHACA

Nome: Data:
N° da amostra:

Avalie cada amostra usando a escala abaixo para descrever o quanto gostou ou
desgostou do produto.

. Desgostei muitissimo

. Desgostei muito

. Desgostei regularmente
. Desgostei ligeiramente
. Indiferente

. Gostei ligeiramente

. Gostei regularmente

. Gostei muito

. Gostei muitissimo

O 01N DN AWK —

Comentarios:

FIGURA 2A Ficha modelo para avaliagdo sensorial de preferéncia nos aspectos
gerais da cachaga.
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