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RESUMO

CARVALHO, Femanda Paula. Avaliagio da interagho de Saccharomyces
cerevisiae e Lactococcus lactis na fermentacio da cachaca artesanal. 2004,
76 p. Dissertagio — (Mestrado em Microbiologia Agricola) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG".

A cachaca artesanal ¢ uma bebida destilada originada da fermentagio natural da
cana-de-agucar, com 38% a 483% de etanol v/v, sendo freqilentemente
envelhecida em tonéis de madeira por diversos anos. A populagdo microbiana
compreende leveduras e bactérias, as quais interagem durante o processo
fermentativo. Tem sido relatado que Saccharomyces cerevisiae é a levedura
predominante, mas elevada populagio de bactérias acido-liticas tem sido
encontrada durante a fermentagio do caldo da cama-de-agicar, tendo
Lactococcus lactis sido a bactéria mais isolada em alambiques de Minas Gerais.
O objetivo deste trabalho foi verificar a interagio entre cultura iniciadoras de S,
cerevisiae (CA116) e L. lactis durante a fermentagdo alcoolica e avaliar a
qualidade do produto final. O meio de cultura contendo caldo de cana-de-agticar
a 5° Brix acrescido de 0,1% ¢ 1% de extrato de levedqra foi selecionado para
crescimento de bactérias e leveduras iniciadoras. A fermentagdo foi realizada em
Erlenmeyers ¢ em dornas de 20 L inoculadas com CA116, adicionada de L.
lactis e comparadas com fermentagio contendo CAl16 isoladamente. As
culturas iniciadoras foram inoculadas a 10° UFC/mL de leveduras e 10°
UFC/mL de bactérias. Foram observados um aumento na populagio de
leveduras que atingiu 10" UFC/mL apés as primeiras 16 horas de fermentagsio.
L. lactis ndo apresentou crescimento durante o processo fermentativo e a sua
populagdo diminuiu apés 3 bateladas consecutivas. Foi observado durante o
experimento que a populagio mista microbiana inoculada ndo interferiu nem no
crescimento € nem na produgiio de etanol por S. cerevisiae (CAl16). As
concentragdes de alcoois superiores foram aproximadam(;mte 300 mg/100 mL de
dlcool anidro em todas as batcladas analisadas. A analise sensorial da cachaga
produzida foi realizada com 37 provadores ndio treinados, usando-se a escala
heddnica (1-9). Os dados foram avaliados pelos testes paramétricos e ndo
paramétricos, utilizando as faces de Chernoff. A anilise sensorial indicou que
nio houve diferenga significativa entre as bebidas finais analisadas.

* Comité Orientador: Roberta Hilsdorf Piccoli - UFLA (Orientadora), Rosane
Freitas Schwan - UFLA



ABSTRACT

CARVALHO, Fernanda Paula. Evaluation of interaction of Saccharomyces
cerevisiae and Lactococcus lactis in the fermentation of artisanal cachaga.
2004. 76 p. Dissertation (Master in Agricultural Microbiology) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG".

The artisanal cachaga is a distilled beverage from a natural fermentation of sugar
cane, which has 38% to 48% ethanol v/v and is often allowed to mature in
wooden barrels for several years. The microbial population comprising yeast and
bacteria which interact during the fermentative process. It has been reported that
Saccharomyces cerevisiae is the predominant yeast but it was also found high
population of lactic acid bacteria during sugar cane fermentation. Lacfococcus
lactis was one of the bacteria often found in the alambiques of Minas Gerais.
The aim of this work was to verify the interaction between selected start culture
of Saccharomyces cerevisiae (CA116) and lactic acid bacteria during cachaca
fermentation and to evaluate the quality of final product. The culture medium
containing sugar cane broth at 5 “Brix plus 1% of yeast extract was selected for
growth of both yeast and bacteria as starters. The fermentations were done in
vats of 20 L inoculating CA 116 plus L. lactis and compared with fermentations
containing only CA116. The starters were inoculated at 10° cells/ml of yeasts
and 10* cells/ml of bacteria. It was observed that the S. cerevisiae increased the
population and reached 10" cels/mL after 16 hours of fermentation. L. lactis did
not grow during fermentation and decreased the population after 3 consecutive
batches. It was observed that the mixed microbial fermentation did not interfere
in neither growth nor ethanol production by S. cerevisiae CA 116. The higher
alcohol content was approximately 300 mg/100 mL anhidrous alcohol in all
samples analysed. The sensorial analysis of the cachaga produced was assessed
by 37 untrained panellists using the hedonic scale (1-9), and the data was
evaluated by the Chemnoff test, non-parametrical, utilising the Statistical
program. The sensorial amalysis indicated that there was no significant
differences among the final beverages analysed.

* Guidance Committee: Roberta Hilsdorf Piccoli - UFLA (Major Professor),
Rosane Freitas Schwan - UFLA
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1 INTRODUCAO i

A cachaga € a denominagfio tipica e exclusiva da aguardente de cana
produzida no Brasil, com graduagfio alcodlica de 38% a 48% v/v, a 20°C. Ela é
obtida pela destilacgio do mosto fermentado de canma-de-agiicar com
caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de agiicares até 6
/L expressos em sacarose (Brasil, 2003). A cachaga é a segunda bebida mais
consumida no mercado brasileiro e a sua aceitagio no mercado externo tem
apresentado crescimento acentvado, tornando-a o terceiro destilado mais
consumido no mundo. A produclio nacional desta bebida estd estimada em 1,3
bithiio de litros por ano, sendo que o estado de Minas Gerais contribui com
aproximadamente 160 milhdes de litros (Estanislau et al., 2002).

A necessidade de um produto competitivo e que atenda as novas
exigéncias do mercado tem atraido investimentos para o setor de cachaga
buscando estimular a qualidade e a elitizagio do consumo. O estado de Minas
Gerais tem investido na produgdo de cachaga artesanal de alambique ¢ vem
conseguindo agregar qualidade a este produto.

A qualidade da cachaga pode ser influenciada por diversos fatores, como
matéria-prima, fermentagdo, destilacio, envelhecimento, etc. A fermentagdo é
considerada o ponto critico do processo de fabricagdo, uma vez que os
compostos formadores do aroma que caracterizam a bebida sdo formados nesta
etapa.

A populagio microbiana natural do caldo de cana é composta por
bactérias e leveduras que interagem no decorrer do processo fermentativo, sendo
observada a ocorréncia freqiiente de bactérias lacticas e diversas linhagens de
leveduras durante a fermentagfio alcodlica. Esta diversidade de microrganismos
envolvidos na fermentacio pode ocasionar oscilagdes na qualidade da bebida ao



longo da safra. Atualmente, empregam-se linhagens selecionadas de
Saccharomyces cerevisiae isoladas de alambiques como iniciadoras do processo
fermentativo para garantir a padronizagdio na qualidade da bebida, visto sua
capacidade de dominar a fermentag#io e diminuir as contaminagdes bacterianas.
Entretanto, ainda pouco se conhece sobre a interagdo de leveduras e bactérias
lacticas e a influéncia destas bactérias no flavor final da bebida (Pataro et al.,
2002).

Os objetivos deste trabalho foram: i) selecionar um meio de cultivo
alternativo ¢ menos oneroso que os utilizados em escalas laboratoriais para
posterior multiplicacio de Saccharomyces cerevisiae e Lactococcus lactis; i)
avaliar a fonte de nutrientes requerida para o crescimento de L. lactis; iii) avaliar
o comportamento dos microrganismos nos meios selecionados anteriormente;
iv) avaliar a interacfio dos microrganismos S, cerevisiae (CA116) e L. lactis
durante a fermentaciio alcodlica e v) verificar se existe contribuicdio dessa
bactéria na qualidade final da bebida.



2 REFERENCIAL TEORICO

2l

2.1 Bebidas alcoblicas

A legislagiio brasileira define bebida alcodlica como um produto
refrescante, aperitivo ou estimulante, destinado & ingestio humana no estado
liquido, sem finalidade medicamentosa e contendo mais de meio grau Gay-
Lussac de dlcool etilico. As bebidas alcodlicas sdo geralmente classificadas em
dois grandes grupos: fermentadas e destiladas. Os dois grupos sdo obtidos por
fermentacdo, sendo que o Gltimo passa pelo processo de destilaglio (Aquarone,
2001). As bebidas que contém baixos teores de flcool (10%-12%) sdo
produzidas por fermentagdo. J4 as bebidas com elevadas concentragdes de alcool
séo obtidas por meio da destilagdo do produto fermentado (Caslile et al., 2001).

A produgiio de bebidas destiladas deve ter comegado em vinicolas, em
regibes produtoras de bebidas fermentadas de produtos amiliceos. O nome dado
ao produto fermentado era “dgua-da-vida™, acquavite em italiano, equ-de-vie em
francés, acqua ardens em grego ¢ uisgebeatha em gaélico (Pataro et al., 2002).
Na Itilia, o destilado de uva ficou conhecido como grappa; na Alemanha, o
destilado de cereja como kirsch; o whisky é o destilado da cevada sacarificada
produzido na Escécia e na Rissia, a vodka é o destilado do centeio. Em
Portugal, o destilado de bagago de uva é denominado de bagaceira (Lima, 2001).

As bebidas destiladas podem ser produzidas de materiais alcodlicos
como mostos fermentados de griio de cereais, de suco de frutas, caldo de cana
agicar, melago, mel ¢ extrato de cacto. Algumas importantes bebidas destiladas
sdo “brandy”, “brandy” fruta, rum, tequila, “whisky” e cachaca (Reed &
Nagodawithana, 1991; Watson, 1977). ‘

A histéria da cachaga se confunde com a prépria histéria do Brasil. Entre
1532 e 1548, os portugueses trouxeram a cana-de-agiicar, originiria da Asia



Meridional e entfio se produzia uma bebida alcodlica resultante dos tachos de
melago, a garapa azeda, que passou mais tarde a ser chamada cagaga e,
finalmente, cachaga (Pataro et al., 2002).

A cachaca é uma bebida tipicamente brasileira, exética e de sabor
especial, que vem conquistando o mercado externo (Estanislau et al., 2002). E
necessdrio dividir o setor de cachaga em dois blocos: a caninha industrial,
dominada pelas grandes indistrias de S3o Paulo e do Nordeste, ¢ a cachaga
artesanal de alambique, liderada por Minas Gerais (Campelo, 2002).

A cachaca é a denominago tipica e exclusiva da aguardente de cana
produzida no Brasil, com graduacfio alcodlica de 38% a 48% v/v, a 20°C, obtida
pela destilagio do mosto fermentado de cana-de-aglicar com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de aglcares até 6 g/L, expressos

em sacarose (Brasil, 2003).

2.2 Cana-de-agiicar

A cana-de-agiicar é uma planta pertencente 4 classe das
Monocotiledonias, familia Poaceae (Gramineas), do género Saccharum. Esta
planta se desenvolve bem em climas tropicais e subtropicais (Andrade, 2001).

A cana-de-agitcar constitui, sob os aspectos econémico e social, uma das
principais culturas do pais, ¢ vem sendo utilizada desde o inicio da colonizagfio
do Brasil para a produgfio de cachaga, aglicar e na alimentagfio animal. A partir
da década de 1980, ela passou a ser empregada também na producdio de élcool
carburante (Silveira et al., 2002).

O Brasil tem drea plantada com cana-de-agiicar de aproximadamente 4,3
mithdes de ha, sendo o maior produtor mundial (aproximadamente 275 milhdes
de t/ano, 30% da produgfio mundial). O estado de S#io Paulo é o principal
produtor (135 milhdes de t/ano, cerca de 50% da produg#io nacional) e o estado



de Minas Gerais ¢ o quarto maior produtor (cerca de 18 1milhﬁ&s de t/ano, 7% da
produgdio nacional) (Andrade, 2001). |

Em geral, a cana-de-agiicar necessita de 6 a 8 meses com temperaturas
elevadas, radiagio solar intensa e precipitagdes regulares para que ocorra pleno
crescimento vegetativo, acompanhado por gradual formagdio de sacarose nos
interndédios adultos. Apéds este periodo, 4 ou 6 meses de estagdo seca e ou baixas
temperaturas favorecem a formacio predominante de sacarose. Os principais
aglicares redutores sdo a glicose e a frutose, ocorrendo a diminuigdo destes
teores com o amadurecimento da cana. A concentragio de agiicares é maior no
sentido da base dos colmos para o 4pice e da parte externa para a parte interna
(Silveira et al., 2002; Andrade, 2001; Lima et al., 2001).

A cana-de-agiicar é uma cultura plurianual, com colheita anual. A média
do rendimento agricola é de 85 ~ 100 toneladas/hectare/ano em grandes culturas
e condigdes normais. A cana-de-aglicar pode conter: 74,5% de dgua, 14% de
aglcares (12,5% de sacarose, 0,9% de dextrose e 0,6% de frutose), 10% de
fibras e o restante dividido entre matérias minerais, compostos nitrogenados,
ceras, pectinas e écidos. O caldo obtido pela moagem da cana possui pH entre
5,2 € 6,8 e ¢ constituido de 78% - 86% de dgua, 10%-20% de sacarose, 0,1%-2%
de agicares redutores, 0,3%-0,5% de cinzas e 0,5%-1% de compostos
nitrogenados (Lima et al., 2001).

Apés a colheita, a cana-de-agiicar deve ser moida o mais répido possivel,
preferencialmente no mesmo dia, pois, quanto maior o intervalo entre o corte e a
moagem, maiores s8o os riscos de deterioragdio fisica, qunmca, enzimética ou
microbiana, que prejudicam a fermentagdio, o rendimento e a qualidade do
produto (Lima et al., 2001). ‘

A utilizagdio de cana-de-agiicar com qualidade ¢ o inicio para o sucesso
na producdo de cachaga (Silveira et al., 2002).



2.3 Fermentaciio alcoélica

O termo fermentaciio ¢ derivado do verbo latim fervere, que significa
ferver, o que descreve a aparéncia da agio das leveduras no mosto (Stanbury et
al., 1994).

A fermentagiio alcodlica é o processo de oxidagdo anaerébica parcial da
glicose. Primeiramente, através da via glicolitica, a glicose é convertida em duas
moléculas de piruvato por meio de dez reagdes catalisadas por diferentes
enzimas. As duas moléculas de piruvato sob condigdes anaerébicas sdo
descarboxiladas pela a¢dio da enzima piruvato descarboxilase, formando duas
moléculas de acetaldeido e duas moléculas de gis carbdnico. As moléculas de
acetaldefdo s#io reduzidas a duas moléculas de etanol pela enzima 4lcool
desidrogenase (Voet et al.. 20600; Campbell, 2000; Tortora, 2000). Além do
dlcool etilico ¢ CO,, outros metabdlitos sio produzidos durante a fermentagiio
alcodlica, como glicerol, icidos orgfinicos (succfnico, acético, piriivico e outros),
alcoois superiores, acetaldeido, acetoina, butilenoglicol, etc. (Lima et al., 2001).
O niimero de co-produtos da fermentacéo alcodlica, como glicerol, acetaldeido e
icidos orgfinicos, diminui o rendimento em etanol (Reed & Nagodawithana,
1991). O etanol e o CO, siio apenas produtos de excrecdio da célula e ndio sdo
utilizados pela levedura em condigdes anaerGbicas. Além das rotas que levam &
formagdo do etanol, rotas alternativas sdo utilizadas para formagfio de materiais
necessdrios A constituigio de biomassa (polissacarideos, lipideos, proteinas,
écidos nucléicos e outros), além de produtos necessérios 4 adaptagiio e
sobrevivéncia (Lima et al., 2001).

No inicio da fermentagio, quando o agucar disponivel para as leveduras
¢ a sacarose, esta é quase imediatamente hidrolisada & glicose e frutose pela agio
da enzima invertase. A maioria das linhagens de leveduras é glicofilica, ou seja,
fermenta a glicose em taxas mais rapidas que a frutose (Reed & Nagodawithana,
1991).



Em condigdes industriais, h4 desvio de 10% do aglcar consumido para a
formag#io de produtos secundsrios da fermentagio (Lima ét al., 2001),

A fermentagfio anaerébica de aclcares é éomposta por reagdes
exotérmicas que liberam 23 a 24 keal por mol de glicéée fermentado (Reed &
Nagodawithana, 1991). A fermentagdo alcoblica é um processo de grande
importéncia, realizado por vérios microrganismos, pelo qual obtém-se todo o
élcool industrial ¢ ampla variedade de bebidas alcodlicas, destiladas ou néo
(Lima et al., 2001; Carlile et al., 2001). “

O principal microrganismo utilizado na produs;iq de bebidas alcoblicas é
a levedura Saccharomyces cerevisiae (Reed & Nagodawithana, 1991).

Quando as leveduras se encontram sob escassez ou auséncia de oxigénio
ou em elevadas concentragdes de agiicares, ocorre o processo de fermentagio
(Carlile et al., 2001). A levedura se utiliza da fermentagio para gerar energia,
ATP (adenosina trifosfato), realizando, assim, diversos trabalhos fisiologicos e
biossintese para a manutengfio da vida, o crescimento e a multiplica¢#io celular.

j
2.4 Microrganismos envolvidos na fermentagfio

A fermentaclio de frutas e sucos de frutas ocorre naturalmente e
espontaneamente sem a intervengdo humana, sendo praticada hé muitos anos.
Durante a fermentagio, ocorre uma multiplicagio sucessiva de leveduras
pertencentes aos géneros Kloekera, Hansenula, Hanseniaspora, Céndida, Pichia
e Torulaspora, que sio substituidas por Saccharomycesj cerevisiae no decorrer
do processo fermentativo (Reed & Nagodawithana, 1991).1r

Schwan et al. (2001) relataram que, apés a’ identificagio de 443
leveduras isoladas de quinze destilarias produtoras de cachaga do Sul de Minas
Gerais, foi encontrada Saccharomyces cerevisiae como a levedura
predominante, exceto em trés destilarias, onde predommaram Rhodotorula
glutinis e Candida maltosa. Em determinado alambiquel apés identificagsio de
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739 leveduras, foi encontrada Saccharomyces cerevisiae como predominante e
seis outras espécies de leveduras encontravam-se em sucessdo: Kluyveromyces
marxianus, Pichia heimii e Hansemiaspora uvarum estiveram presentes no
inicio; Pichia subpelliculosa e Debaryomyces hansenii no meio e final da
fermentacdo e Pichia methanolica apareceu apés o término da fermentagdo.
Bactérias acido-lacticas, bacilos, bactérias &cido-acéticas e enterobacteriaceae
foram encontradas durante a fermentag3o, sendo que o grupo bacteriano mais
encontrado foi o das bactérias acido-lacticas.

2.4.1 Leveduras selecionadas

As leveduras s#io fungos unicelulares ni#io filamentosos c.;ue se
apresentam sob forma esférica ou oval. Podem se multiplicar por fissdio bindria
ou brotamento. Elas sfio anaerGbias facultativas, metabolizando carboidratos e
formando gis carbdnico e dgua na presenca de oxigénio. J4 em sua auséncia,
elas fermentam os carboidratos a etanol e gas carbdnico (Tortora, 2000).

O processo de fermentagfio natural ou espontineo para a produgéio de
cachaca € realizado por microrganismos presentes no caldo-de-cana e ou
equipamentos. A presenga de diferentes linhagens de leveduras e
microrganismos contaminantes pode levar i variacdo na qualidade da bebida ao
longo da safra e entre safras. Para tentar evitar este problema, tém-se isolado da
fermentagiio de cachaga linhagens de Saccharomyces cerevisiae para serem
utilizadas no preparo do fermento iniciador (Pataro et al., 2002).

As linhagens de leveduras devem apresentar habilidade fermentativa,
propiciar bom rendimento, ser tolerantes a elevadas concentracdes de etanol,
produzir compostos organolepticamente descjiveis em concentragdes
adequadas, apresentar capacidade de floculag#io no término da fermentacdo e ser
estaveis (Rose, 1977; Reed & Nagodawithana, 1991).



Efeitos inibitorios entre linhagens de leveduras e entre espécies tém sido
relatados e sio denominados fator killer. As leveduras que apresentam o fator
killer excretam toxina de origem proteica ou glicoproteica (Reed &
Nagodawithana, 1991), '

Nurgel et al. (2002) encontraram que, para a produgiio de vinho, a
utilizag#io de levedura comercial e levedura selecionada da fermentagfio de vinho
apresentou maior capﬁcidade fermentativa que a fermentag#io espontinea. Estas
leveduras produziram maior quantidade de etanol, maior crescimento celular e
maior produgdo de compostos voléteis quando comparadas com a fermentagéio
espontinea.

Mendonca (1999) relatou que das 387 leveduras isoladas de fermentagéo
de caldo-de-cana, apenas 158 foram idmtiﬁcadasd como Saccharomyces
cerevisiae pelo método tradicional de classificaglio bioquimica e fisiolégica e
posteriormente confirmadas por técnica molecular de PCR (polimerase chain
reaction). As leveduras classificadas como S. cerevisiae foram avaliadas quanto
4 produgio de CO, e etanol, e 0 isolado CA116 sobressaiu-se nas caracteristicas
fermentativas desejiveis, apresentando elevada produ¢56 de etanol e excelente
capacidade de floculagdo.

Trés cepas selecionadas de Saccharomyces cerevisiae foram avaliadas
em relagdio & persisténcia ¢ domindincia no processo fermentativo e contribuigiio
de compostos voléteis na cachaga. A levedura CA116 foi selecionada como a
mais adequada para a produgio de cachaga (Campos, 2003).

g O uso de cepas selecionadas de Saccharomyces cerevisiae no processo
© ,de produgBio de cachaga tem aumentado a produtividade ¢ melhorado a

\. =

qualidade da bebida em muitos alambiques, principalmente em relagio aos

. teores de acidez e concentragdio de dlcoois superiores (Pataro et al., 2002).



2.4.2 Bactérias liticas

As bactérias sio organismos unicelulares, simples e muitos pequenos,
cujo material genético n#o estd envolto por uma membrana nuclear. As células
bacterianas podem apresentar-se sob vérios formatos, podendo ainda formar
agrupamentos (Tortora, 2000).

A espécie Lactococcus lactis apresenta-se como células esféricas ou
ovéides de 0,5-1,2 x 0,5-1,5 um, ocorrendo em pares e cadeias curtas em meio
liquido. Sdio cocos gram-positivos, no méveis, nfio formam endésporos e nfio
possuem cépsulas. S#o anaertbios facultativos, quimiorganotréficos, com
metabolismo fermentativo. Fermentam grande nimero de carboidratos com a
producio de principalmente, de L(+) 4cido litico, mas ndio produzem gis.
Necessitam de requerimentos nutricionais complexos. Sdo catalase negativo e
oxidase negativo. A temperatura 6tima de crescimento é 30°C. Consegue crescer
a 10°C, mas ndo a 45°C. Sfio encontrados em. indistrias de laticinios em geral,
tanto nos produtos como nos equipamentos (Sneath et al., 1993).

- As bactérias ldcticas sfio, os microrganismos mais fregiientemente
~ encontrados e adaptados as condigdes das dornas de fermentagiio das destilarias

de alcool. Ao isolar bactérias liticas contaminantes de dornas de fermentagio,
Oliva Neto (1990) encontrou que Lactobacillus fermentum foi a bactéria
predominante (62%), seguida de Lactobacillus murinus (9%), Lactobacillus
vaccinostercus (9%), Lactobacillus plantarum (2%) e Leuconostoc (2%). Dentre
os lactobacilos, houve o predominio do tipo heterofermentativo obrigatério
(85%). As cepas testadas apresentaram-se resistentes a 7% (v/v) de etanol e 64%
resistiram a 10% de etanol, o que mostra adaptagio ao ambiente alcodlico
(Oliva-Neto, 1990).

Olsen et al. (1995), avaliando a atividade antimicrobiana de bactérias
dcido-liticas originadas de milho fermentado e sua interagdo durante a

fermentagio, encontraram que aproximadamente metade dos L. plantarum e
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praticamente todos os L. fermentum e L. breuteri investigados mostraram inibir

outras bactérias gram-positivas e gram-negativas, sendo a produgiio de 4cido o
principal fator antimicrobiano encontrado. ‘

2.4.3 Interacito levedura-bactéria

Na busca pela sobrevivéncia, crescimento e dominfincia, podem ocorrer
interagdes entre diferentes linhagens e espécies de microrgnismos (Fleet, 1999).

Na produgiio de cachaga artesanal ha poucos relatos sobre a
caracterizaglio das populagdes bacterianas presentes nas dornas de fermentacdio e
a relagio destes microrganismos com a produgéio de compostos secundérios,
responséveis pelo flavor da bebida (Pataro et al., 2002).

A fermentaglio latica tardia tem sido utilizada por muitas destilarias de
“whisky” devido & sua contribuigdo positiva para o Jlavor da bebida, mas
detalhes precisos deste processo sdo desconhecidos. A formagdio de dcidos latico
e acético e de outros metabdlitos pode ter efeito no flavor do destilado. O dcido
litico pode reagir com o etanol durante a destilagiio e produzir etil lactato (Van
Beek & Priest, 2002).

Van Beek & Priest (2002) observaram que 0 desenvolvimento da
comunidade de bactérias dcido laticas na fermentagiio do “whisky” de malte
ocorre em trés fases. Inicialmente as bactérias sdio ;reprimidas pelo forte
crescimento das leveduras (35 horas). A segunda fase (35-70 horas) compreende

o periodo de crescimento exponencial dos lactobacilos, é custa da exaustdo das
células de leveduras. J4& na fase final, ou estaciondria, as bactérias ndo crescem,
mas continuam acumulando 4cido ltico. |

/ A acidez elevada encontrada na cachaca pode estar relacionada com a

presenca do nuimero elevado de bactérias no mosto durante a fermentacio
\(Pataro et al., 2002).

11



_f / Alcarde et al. (2002) relatam que, em cultivo misto de leveduras e

(}Y ' bactérias contaminantes da fermentagio alcodlica, pertencentes ao género

© { Bacillus e Lactobacillus, a viabilidade celular das leveduras é reduzida com o
\_aumento da acidez no meio apés oito horas de cultivo.

Dankovtsev et al. (2002) avaliaram a fermentaclio da tradicional bebida
russa “sourish shchi”, obtida por fermentac3io espontinea e adicionada de
leveduras de piio, leveduras de cervejaria e adicionada de cultura mista de
levedura e bactéria dcido-lética (L. brevis linhagem 11 e S. cerevisiae linhagem
“M-Kvasnaya™). Os pardmetros organolépticos &timos para esta bebida foram
obtidos quando a cultura mista de leveduras e bactérias foi utilizada como
inéculo.

Narendranath et al. (1997), avaliando a co-incubagio de levedura (10°
UFC/mL) com cinco diferentes Lactobacillus nas concentragdes de 10°, 10°, 107,
10® e 10° em mosto de trigo, mostraram o crescimento das bactérias na auséncia
das leveduras permanecendo vidvel até o término do perfodo fermentativo. J&
quando as bactérias foram co-incubadas com leveduras, elas morriam préximo
ao término da fermentagfio. A taxa de morte das bactérias é elevada com o
aumento da concentragio de dcido latico na presenca de etanol. Provavelmente,
o etanol torne-se mais téxico com o abaixamento do pH, proporcionado pela
presenga de &cido ldtico no meio.

Rodarte et al. (2003) avaliaram a interagio entre dois isolados de
Saccharomyces cerevisiae (CA1162 ¢ CA1183) e Lactococcus lactis. Cada
isolado de S. cerevisiae (10° UFC/mL) foi co-incubado com L. lactis (10°
UFC/mL) e todos os microrganismos foram inoculados isoladamente (controle)
na concentrago de 10® UFC/mL (leveduras) e 10° UFC/mL (bactéria) em caldo
de cana 16°B a 30°C. Durante o processo fermentativo, a populag#o celular dos
dois isolados de leveduras, isoladamente e co-incubados manteve-se constante,
em torno de 10° UFC/mL. A bactéria litica cultivada isoladamente apresentou
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populagio de 10° UFC/mL; j4 em associagio com CA1162, a populagdo
manteve-se constante em 10° UFC/mL. Quando L. laciis foi co-incubada com
CA1183, ocorreu um decréscimo na populagdo de 10° para 10° UFC/mL. Estes
resultados sugerem que, dependendo do isolado de S. cerevisiae utilizado na co-
incubagdo, pode haver uma inibicio do crescimento ou morte celular de L.
lactis. :

Cherubin (2003), avaliando o comportamento das linhagens de S
cerevisiae PE-2 ¢ M-26 em cultura pura e mista com L. fermentum CCT1407,
relatou que, devido ao maior crescimento apresentado pela linhagem PE-2 em
relacio a M-26, as linhagens de S. cerevisige podem exercer interagdes
diferenciadas com a bactéria. :

Quando L. plantarum, na concentragio de 10’ UFC/mL, foi inoculada
isoladamente, o consumo de agiicares redutores foi de apenas | g/100 mL, sendo
os agiicares remanescentes algumas vezes convertidos pelas leveduras a etanol.
Resultados similares em relagdo ao consumo de aglicares redutores foram
encontrados em estudos com as bactérias Lactobacillus #3, L. rhamnosus, L.
paracasei ¢ L. fermentum quando cultivadas isoladamente (Narendranath et al.,
1997).

Quando dois microrganismos crescem juntos num mesmo meio pode
haver competigio por certos nutrientes. As bactérias metabolizam glicose
anaerobicamente a 4cido latico para a obtengio de energia para crescimento e
manutenciio celular. Como cada grama de 4cido Mtico formado reduz a
formagdo de 0,51 g de etanol, houve queda no rendlmento alcodlico para o seu
experimento de co-incubagio em mosto de trigo. Pm"aj todos os isolados de
bactérias avaliados, o aumento da produgdio de 4cido litico est relacionado com
o decréscimo na concentragio final de etanol e nimero de células vidveis de

leveduras (Narendranath et al., 1997).
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Os lactobacilos, quando presentes em elevadas concentragdes, podem
consumir rapidamente fatores de crescimento essenciais para o crescimento das
leveduras. Como a taxa de crescimento de lactobacilos selecionados é superior a
taxa de crescimento das leveduras e as bactérias 4cido laticas encontradas em
bebidas removem os fatores de crescimento essenciais, isto pode resultar em

15 redugdes nas taxas de crescimento, atividade catalitica e redugfio no rendimento
\de etanol (Narendranath et al., 1997),

Cherubin (2003) constatou, em seus experimentos, que a linhagem
Fleishmann de §. cerevisiae exercen maior estimulo & multiplicagio da bactéria
L. fermentum CCT 1407 que a linhagem PE-2, sendo esse estimulo inversamente
proporcional & viabilidade celular apresentada pela levedura. Durante sucessivos
ciclos fermentativos, a autélise das células de leveduras pdde fornecer
aminoécidos ao mosto, que estimularam o desenvolvimento bacteriano. O autor
também relatou relagdio entre pH e contaminagfo bacteriana, em que menores
valores de pH estavam associados a maiores contaminag8es para a linhagem PE-
2.

Cherubin (2003) constatou que a contaminac3io bacteriana presente no
vinho estimulou a produgfio de glicerol por S. cerevisige, independente da
linhagem de levedura avaliada. O autor relata que o desvio de aglicar para a
formagdio de glicerol pelas leveduras e para a formag#o de acido latico pelas
bactérias, estaria envolvido com a redugio do teor alcodlico e rendimento
fermentativo dos tratamentos envolvendo a linhagem Fleischmann.

Oliva-Neto (1990) constatou, em cultivo misto de leveduras com L.
Jermentum, que acidez acima de 4,8 g/L expressa em écido latico, e a relaglio
levedura/bactéria inferior a 0,9 afetaram severamente as caracteristica vitais € o
crescimento da levedura.

Kaji (1989) avaliou o cultivo misto de duas cepas de Saccharomyces
cerevisige com as bactérias isoladas de usinas, Leuconostoc mesenteroides e
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Lactobacillus fermentum. O autor concluiu que ambas as bactérias afetaram o
brotamento das cepas de S. cerevisiae e que, ao término da fermentagfo, o
Leuconostoc niio pdde ser detectado e o nimero de Lactobacillus manteve-se
praticamente constante. A morte celular de Leuconostoc pode ser atribuida a
baixa velocidade especifica de crescimento e ao efeito adverso do etanol.
As contaminagdes bacterianas presentes em fernientacdes industriais so
© consideradas prejudiciais acima de 5,0 x 10° UFC/mL; apresentam prejuizos
\lj / econbmicos significativos acima de 1,0 x 10’ UFC/mL e, acima de 1,0 x 10®
" UFC/mL, ocorrem quedas nos rendimentos fermentativo e industrial,
, dificuldades de operagéio de centrifugas, floculagdo e aumento de consumo de
', dcido sulfiirico e de antibiticos (Cherubin, 2003).

2.5 Processo tradicionsal de produgito de cachaca

Os trés processos principais de fermentag#o alcodlica podem ser
classificados em: descontinuo (batelada simples ¢ batelada alimentada) e
continuo (Alves, 1996).

As fermentag3es descontinuas clissicas ou em bateladas vém sendo
utilizadas pelo homem desde a antiguidade e hoje, ainda sdo as mais utilizadas
para a obtengdo de vérios produtos fermentados. |

O sistema de batelada simples pode ser considgrado como um sistema
fechado. Durante a fermentagio nada & adicionado ao slistema, exceto oxigénio
na fase inicial para produgio de biomassa, antiespumante e solugBes para ajustes
do pH. Neste processo, os microrganismos sdo adicionados num substrato e
incubados em condicdes 6timas de fermentagdio. E neste sistema que pode-se
observar uma curva tipica de crescimento microbiano.

O processo de batelada simples é o mais utilizado por produtores de
cachaca artesanal. Consiste na inoculagio de uma dorna com o pé de cuba e
quando nio hé mais formagio de bolhas, transfere-se metade do conteido para
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outra dorna vazia (corte da dorna). Apés o corte, completa-se o volume das duas
dornas com o caldo a ser fermentado (Mendonga, 1999). Outros produtores ja
colocam o inéculo e todo caldo a ser fermentado na dorna €, ap6s 24 horas, o
mosto ¢ destilado e inicia-se um novo processo fermentativo (Gomes, 2002).

No sistema de batelada alimentada, o substrato ¢ fornecido a dorna de
fermentagfio de maneira intermitente ou continua, de maneira que o teor de
agiicares nfo ultrapasse um valor pré-fixado (Mendonga, 1999). Este sistema
evita a repressio catabdlica causada por elevadas concentragdes de aglcares.

O sistema continuo é considerado um sistema aberto, em que
quantidades equivalentes de substrato e mosto fermentado entram e saem do
tanque de fermentagio (Walker, 1998).

A producdio de cachagca inicia-se com a obtengdo do caldo-de-cana pela
trituragiio da cana nas moendas. Apés a moagem, o caldo ¢é filtrado e decantado

: para retirada das impurezas (Lima, 2001).

O processo tradicional de produgiio de cachaga é realizado em duas
etapas distintas. A primeira é a propagagio do microrganismo, que ¢ feita sob
intensa aeragiio e em caldo diluido com teores de agucar préximo a 5°B, visto
que concentragdes mais altas prejudicam a respiragio da célula, que é
indispensével para crescimento eficientee Na maioria dos alambiques, a
propagagciio do indculo é realizada de forma empirica (fermento caipira) ou com
a inoculagio de fermentos prensados utilizados na panificagiio. Os
microrganismos responsdveis pela fermentagfio séo oriundos dos substratos e
também de equipamentos utilizados na moagem da cana-de-agicar. Além dos
microrganismos responsdveis pela fermentagio podem haver outros
microrganismos que interferem de maneira negativa no processo fermentativo e
qualidade da cachaga. Para evitar oscilagdes na qualidade da bebida durante as
safras, tém-se utilizado linhagens selecionadas de Saccharomyces cerevisiae
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isoladas de fermentagiio de cachaca na preparagio do inéculo inicial (Pataro et
al., 2002).

A segunda etapa é a fermentagio na qual o caldo adicionado deve
apresentar teores de agiicar entre 14-16°B (Schwan & Castro, 2001; Pataro et al.,
2002). Concentragdes de agiicares acima de 16°B podem acarretar em
fermentagGes mais lentas e freqlientemente incompletas ('l:’ataro et al., 2002).

Para que ocorra multiplicagiio vigorosa das 5‘0élulas, manuten¢dio da
fisiologia celular e, conseqilentemente, aumento da produtividade é necessério
que as exigéncias nutricionais das leveduras sejam supridas (Schwan & Castro,
2001; Lima, 2001). Algumas substincias requeridas pelas leveduras e que sio
encontradas em quantidades insuficientes no caldo-de-cana sdio as vitaminas e
acidos graxos. No preparo do fermento em Minas Gerais é comum o
enriquecimento do caldo com fubd de milho, farelo de arroz e, algumas vezes,
farelo de soja, de acordo com receitas de cada produtor e regido (Pataro et al.,
1998). |

O volume inicial de inéculo utilizado deve ser aproximadamente 20% do

volume da doma de fermentagdo (Schwan et al., 2001). A duragdo de um
processo fermentativo pode variar de 20-36 horas, mas, em média, é de 24 horas
(Gomes, 2002; Pataro et al., 2002). O acompanhamento da fermentagdo é
realizado observando-se a queda do °Brix (Gomes, 2002). O decréscimo do °B
no mosto € a medida de conversdo de glicose em alcool. Os sélidos dissolvidos
contribuem para a gravidade especifica, sendo que a gravidade decresce quando
o agucar é convertido em 4lcool e CO, (Narendranath et al., 1997).
( Apéds o processo de fermentagiio, o vinho & encaminhado ao alambique
| para a obtengfio da bebida destilada (Lima et al., 2001). Uma nova fermentagdio
pode ser iniciada utilizando-se o fermento que pemanéceu na dorna (Gomes,
2002).
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O vinho ¢ constituido por aproximadamente 88%-93% égua, 5% a 8%
etanol e pequenas quantidades de 4lcoois amilico, isoamilico, propilico, butilico,
isobutilico, aldeidos, 4cidos, furfural, ésteres e &cidos orgdnicos que sdo
substancias importantes na qualidade dos destilados (Lima et al., 2001; Sales,
2001).

No processo de destilagio pode-se separar, total ou parcialmente,
substincias de diferentes volatilidades (Sales, 2001). Durante este processo
deve-se separar o destilado em fragdes para melhorar a qualidade da bebida. Esta
separacdo é denominada de corte. A primeira fragio denominada de “destilado
de cabega™ € a que apresenta maiores concentragdes de metanol. A segunda
fracio ¢ o “coraglio” e corresponde & cachaga. O corte do coragfo é realizado
quando a cachaca atinge, aproximadamente, 45% de teor alcodlico. A terceira
fracdio “cauda ou dgua fraca™ apresenta maiores teores de produtos niio voldteis.
O residuo que fica na panela do alambique ¢ denominado de vinhoto ou vinhaga
(Sales, 2001). A Figura 1 apresenta um fluxograma do processo de produgiio de

cachaca.
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FIGURA 1 Fluxograma do processo produtivo de cachaga. Fonte: modificado a
i

partir de Sales (2001). %
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2.6 Fases da curva de crescimento

O crescimento € a Gltima express#io da fisiologia de um organismo, em
que todas as suas estruturas estdio trabalhando de maneira coordenada. O
crescimento microbiano envolve aumento na quantidade de protoplasma,
formaglio de novas estruturas e formago de novas células. A divisdo celular é
um requerimento obrigatério para o crescimento dos microrganismos (Caldwell,
1995).

Uma curva de crescimento demonstra o crescimento das células durante
um periodo de tempo (Tortora, 2000). A curva de crescimento tipica do sistema
descontinuo ocorre em quatro fases distintas: fase de laténcia, fase logaritmica,
fase estaciondria e fase de morte (Crueger & Crueger, 1993).

A fase de laténcia ou fase lag é definida como um periodo de adaptaciio
as novas caracteristicas fisicas e quimicas do ambiente, por meio da sintese de
ribossomos e novas enzimas para que se estabelega uma elevada taxa de
crescimento. Em geral, a fase lag é curta quando o microrganismo precisa de
poucos ajustes e longa quando muitos ajustes sdo requeridos para o
microrganismo crescer. A duragfio da fase lag nfo é dependente unicamente das
condigdes de crescimento, mas também da densidade do inéculo. Nesta fase, a
taxa de crescimento especifica (i) é igual a zero (Walker, 1998; Caldwell,
1995).

A fase de crescimento acelerado é estabelecida como o curto periodo de
tempo que antecede a fase de crescimento logaritmico. A ocorréncia desta fase
se deve ao fato de que nem todas as células conseguem chegar ao final da fase
lag a0 mesmo tempo. O valor da taxa de crescimento especifico () varia entre
1=0 (fase lag) e pr (fase log) (Walker, 1998; Caldwell, 1995).

A fase logaritmica (fase log) ou exponencial representa o periodo em
que a célula duplica de maneira logaritmica, constante e apresenta uma taxa de

crescimento especifico miximo (Kq,,). Quando os componentes do meio e os

20



fatores ambientais ou fisicos estiverem adequados, o crescimento dos
microrganismos é limitado apenas pelo seu potenciéi genético. Os sistemas
metabdlicos sfio operados na méxima taxa e eficiéncia. Devido 4 intensa
capacidade metabélica, as células da fase logaritmica sdo normalmente mais
sensiveis a mudangas fisiologicas que as células de outras fases de crescimento.

No cultivo em batelada, pode ocorrer ocasionalmente uma segunda fase
exponencial de crescimento, denominado diauxia. Isto ocorre quando os
microrganismos possuem duas fontes de carbono diferentes que sfio utilizadas
seqiiencialmente (Walker, 1998; Caldwell, 1995). ‘

A fase log ¢ relativente curta devido & exaustio de nutrientes, aciimulo
de metabélitos inibitérios ou floculago excessiva das Eélulas. O retardamento
do crescimento da fase log é demominado de fase de desaceleragiio do
crescimento e pode ser observado pela diminuigiio do valor de . Esta fase
antecede a fase de crescimento igual a zero (fase estaciondria). A entrada das
leveduras na fase estaciondria pode ser influenciada por metabélitos téxicos,
baixo pH, elevado CO,, O, varidivel e elevadas temperaturas. Apés a fase
estaciondria, as células podem entrar na fase de morte acelerada até atingir a fase
de morte logarftmica (Walker, 1998; Caldwell, 1995).

A massa de células produzidas por unidade de nutriente limitante ¢ uma
constante determinada de rendimento de crescimento (Y) e pode ser calculada
pela equagdio abaixo:

Y=X-X,
(]

em que X é o peso seco, por mililitro da cultura, no inicio do crescimento

estaciondrio; X, € a massa de células inicial imediatamente apés a inoculagio e
[S] € a concentrag¢io do substrato limitante.
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BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA

Todas as fases sdo importantes para o processo biotecnolégico. Um
processo fermentativo ideal deve minimizar o perfodo da fase lag e maximizar a
taxa e o perfodo da fase exponencial (Lee, 1996).

2.7 Compostos voliteis em bebidas alcodlicas

As caracteristicas organolépticas desejdveis em bebidas alcodlicas e
destilados sio atribuidas, em pequena parte, ao contetido de etanol nas bebidas.
O flavor caracteristico de cada bebida ¢ atribuido 4 presenca de baixas
concentracdes de compostos orginicos secundirios, como &lcoois, aldefdos,
acidos, ésteres ¢ compostos sulfurados (Rose, 1977; Reed & Nagodawithana,
1991).

Os compostos organolepticamente importantes para o “flavor” das
bebidas podem derivar da matéria-prima utilizada para a fabricagfo das bebidas
e permanecer inalterados durante a fermentagio e destilagio ou podem sofrer
transformag3es quimicas nestes processos. Durante a fermentagdio, as leveduras
produzem uma série de compostos que também influenciam na qualidade da
bebida. Outros compostos podem ser formados no processo de maturaglio por
meio de reages da bebida com a madeira (Rose, 1977; Reed & Nagodawithana,
1991).

A Figura 2 apresenta um esquema de formagdo dos principais compostos

formados em processos fermentativos.
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A aguardente de cana tem seus padrdes de identidade e qualidade
definidos pelo decreto n® 2.314 de 04 de setembro de 1997, que especifica que a
soma dos componentes voléteis (aldeidos, 4cidos, ésteres, furfural e &lcoois
superiores) ndo pode ser inferior a 200 mg/100 mL de &lcool anidro. Estes
componentes deverdo obedecer aos limites especificados na Tabela 1:

O teor alcodlico para a aguardente deve ser de 38% — 54% v/v (Brasil,
1997) e, para a cachaca, de 38% — 48 % (Brasil, 2003), 4 temperatura de 20°C.

O etanol é o maior constituinte volitil das bebidas; apresenta um leve
sabor doce e abranda o sabor 4cido (Oliveira, 2001). E o principal produto do
metabolismo das leveduras e pode ser inibitério em concentragSes elevadas. A
levedura Saccharomyces cerevisiae pode tolerar uma concentragéio de dlcool até
10%-12% (v/v) (Carlile et al., 2001).

O grupo dos compostos dos dlcoois superiores é o mais importante
encontrado em bebidas ¢ destilados. Estes compostos slo responséveis pelo
flavor das bebidas e sfio usualmente encontrados em elevadas concentragdes
(mg/mL) (Rose, 1977). Os alcoois 1-propanol, isobutanol, amflico, isoamilico e
1-hexanol foram identificados em cachaca, tendo o dlcool isoamilico sido
encontrado em maiores concentragdes para as trés cepas de leveduras avaliadas
(Campos, 2003).

TABELA 1 Teores méximos permitidos pela legislagio de cada componente

volétil na aguardente
Parfimetros Teor méximo
(mg/100 mL de dicool anidro)
Acidez volitil, em 4cido acético 150
Esteres, em acetato de etila 200
Aldeidos, em aldefdo acético 30
Furfural 5
Alcoois superiores 300
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As condigdes aerdbicas, temperaturas elevadas, concentragio de
aminodcidos elevada e pH baixo (3,0 - 4,0) podem aumentar a concentragio de
alcoois superiores (Cardoso, 2001; Reed & Nagodawithana, 1991). As cepas de
leveduras também podem influenciar no teor de lcoois superiores (Ough, 1996).

A acidez da cachaga depende de vérios fatores fio processo fermentativo,
como: estirpe da levedura, pureza do pé-de-cuba, tempo e temperatura de
fermentagio ¢ manejo do mosto (Cardoso, 2001). Na acidez volatil das bebidas
alcoblicas, além do écido acético e litico que sio subprodutos normais da
fermentagfio alcodlica, encontram-se também os 4cidos formico, butirico,
propidnico e outros em pequena quantidade (Oliveira, 2001).

A quantidade de dcido pirivico, cetoglutirico, citrico e latico, formados
pelas leveduras, é desprezivel. O 4cido latico pode ser encontrado em elevadas
concentragdes no vinho quando hd presenga de bactérias fermentativas (Reed &
Nagodawithana, 1991).

As bactérias acéticas contaminantes da cana ou do mosto podem gerar
acidez elevada na bebida devido & produgiio de 4cido acéﬁoo (Cardoso, 2001).

A maioria dos ésteres volétil se forma durante a fermentagéio (Ough,
1996). O principal éster encontrado na cachaga é o acetato de etila, que
proporciona um aroma agradivel de fruta na bebida (Oli‘{eira, 2001).

Os aldeidos sdio compostos importantes no desenvolvimento de sabores.
O acetaldeido é um subproduto normal da fermentagfio alcodlica, que apresenta
um odor pronunciado, sendo o aldefdo presente em maiores quantidades em
bebidas alcodlicas (Oliveira, 2001). O furfural pode est\uar presente no caldo de
cana quando a cana ¢ queimada antes da colheita (CardOS?, 2001).

Os compostos secundirios mais estudados na' fermentagdio alcodlica
destinada & produgdo de bebidas destiladas sfio acetaldefdo, acetato de etila,
4cido acético, propanol, isobutanol e &lcool isoamilico (Oljveka, 2001),
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Avaliacfio da eficiéncia de dois meios de cultivo na multiplicaciio de
Saccharomyces cerevisiae (CA116) e Lactococcus lactis

3.1.1 Microrganismeos e reativacio do inéculo

Os microrganismos Saccharomyces cerevisiae e Lactococcus lactis,
utilizados neste experimento, foram isolados de uma destilaria de produgdo
artesanal de cachaga do municipio de Lavras, MG e identificados no Laboratério
de Microbiologia do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras (Mendonga , 1999; Schwan, comunicag#io pessoal).

A levedura e bactéria foram mantidas sob congelamento em glicerol a
20% e reativados em meio YEPG (em g.L': extrato de levedura, 10,0; peptona
bacteriolégica, 10,0; glicose, 20,0) a 28°C e 35°C, respectivamente, por 24
horas. A pureza destes microrganismos foi verificada pelas caracteristicas
morfolégicas e microscépicas de colénias isoladas obtidas por estrias compostas
em meio YW para leveduras (em g.L': extrato de levedura, 3,0; extrato de
malte, 3,0, peptona bacterioldgica, 5,0; glicose, 10,0 ¢ 4gar, 15,0 ) e TSA (em
g.L": peptona de caseina, 15,0; peptona de soja, 5,0; cloreto de sddio, 5,0 e 4gar-
égar, 15,0 ) para bactérias.

3.1.2 Preparo do inéculo e adaptaciio dos microrganismos

A multiplicagdio de S. cerevisiae e L. lactis iniciou-se com a inoculagdo
das colénias isoladas em 150 mL de meio YEPG (cultura estoque). Os frascos
de vidro foram incubados em estufa a 28°C e 35°C, respectivamente, sob
agitac#io de 30 rpm por 24 horas,
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Para padronizago do niimero de células e adaptacio aos meios de
cuitivo avaliados neste experimento, aliquotas de 1000'puL da cultura estoque de
cada microrganismo foram semeadas em 150 mL de YEPG e caldo cana 5°B
adicionado de 1% de extrato de levedura. Os frascos de vidro foram incubados
em estufa a 28°C e 35°C, respectivamente, com 30 rpm de agitacdo pelo periodo
de 24 horas.

3.1.3 Cana-de-agiicar e preparo do mosto

A cana-de-agicar utilizada neste experimento foi da variedade RB
835054 e fornecida pelo Sitio Manganges, situado na cidade de Lavras, MG. A
cana foi mofda no mesmo dia de seu corte. Apés a moagem a cana foi filtrada
para a retirada das impurezas presentes no caldo.

O caldo de cana foi conduzido ao Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, onde foi novamente filtrado em peneiras. O
caldo foi diluido em agua destilada, atingindo 5°B e acfwcido de 1% de extrato

de levedura e autoclavado a 121°C por 15 minutos.

3.1.4 Inoculagiio ¥

Para a inoculagio da linhagem de S. cerevisiae e L. lactis nos
tratamentos YEPG e caldo de cana 5°B + 1% de extrato de levedura, ambos
esterilizados a 121°C por 15 minutos, utilizaram-se aliquotas de 1000 pL dos
indculos anteriormente adaptados. O experimento foi realizado em triplicata em
frascos de vidro de 250 mL e incubados a 28°C (levedura) e 35°C (bactéria) com
30 rpm de agitagfio por 28 horas.
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3.1.5 Andlises realizadas
Durante o perfodo de incubagéio foram realizadas coletas em intervalos
de 7 horas para avaliagio do teor de sélidos soliveis totais (SST), pH,

crescimento e teor de aglicares redutores.

3.1.5.1 Andlise microbiolégica

A multiplicaglio da levedura e bactéria foi acompanhada utilizando-se a
técnica de plaqueamento por microgota utilizando-se os meios de cultivo YW e
TSA, respectivamente (Romeiro, 2001). As placas de YW e TSA foram
incubadas a 28°C e 35°C, por 24 horas.

3.1.5.2 Anilises quimicas

O teor de sélidos soltiveis totais e o pH foram determinados por leitura
direta em refratometro e pHmetro digitais.

O teor de agiicares redutores totais foi determinado pelo método do 4cido
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959).

Foram realizadas andlises fisico-quimicas do caldo de cana natural e
autoclavado no Departamento de Ciéncia de Alimentos da Universidade Federal
de Lavras. As anilises realizadas foram: umidade, matéria seca, proteina,
residuo mineral fixo (cinzas), sélidos soliiveis, pH, acidez tituldvel, agicares
redutores (glicose), aglicares nfio redutores (sacarose), aglicares totais, célcio,
fésforo, potdssio, magnésio, enxofre, nitrogénio, cobre, ferro, zinco e sédio
(AOAC, 1965; AOAC, 1990; Yemn & Willis, 1954; Miller, 1959; Instituto
Adolfo Lutz, 1985).
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3.1.5.3 Anilise estatistica

A anélise estatistica foi realizada no programa SISVAR 4,3 (Sistema de
Andlise Estatistica) (Ferreira, 1999) por meio do teste de Tukey a 5% de
probabilidade para a comparagio do crescimento dos microrganismos S.
cerevisiae ¢ L. lactis nos diferentes meios de cultivo analisados.

3.2 Selegiio da fonte ideal de crescimento para Lactococcus lactis

3.2.1 Inoculaciio

Para a realiza¢8o da selegéio da fonte ideal de créscimento para L. lactis
inocularam-se aliquotas de 1000 pL da cultura estoque obtida na etapa 3.1.2 nos
seguintes tratamentos: MMM (meio minimo mineral em g.L"': NaNO,, 6,0; KCl,
0,52; MgS0,.7H,0, 0,52; FeS0,.7H,0, 0,01; ZnSO4.7l-f§0, 0,01; K,HPO,, 0,75
¢ glicose, 10) adicionado de 2% glicose; MMM adic%onado de 2% frutose;
MMM adicionado de 1% sacarose; MMM adicionado de 0,1% extrato levedura;
MMM adicionado de 1% extrato levedura; caldo de cana 2°B e caldo de cana
5B. ’

O experimento foi realizado em duplicata em Erlenmeyers de 150 mL
contendo 50 mL de meio e incubados sob 30 rpm de agitacdo a 35°C por 24
horas. Apenas os tratamentos contendo extrato de levedura ficaram incubados

por 48 horas.

3.2.2 Anilises realizadas

Foram coletadas amostras para plaqueamento em intervalos de 24 horas

para avaliag¢do do crescimento.
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3.2.2.1 Anilise microbiolégica
O crescimento celular da bactéria foi obtido por meio da técnica de

plaqueamento por microgota (Romeiro, 2001) das dilui¢3es seriadas em meio de
cultivo TSA. As placas foram incubadas a 35°C por um periodo de 24 horas.

3.3 Avaliaglio do crescimento e do teor de aglicares de Saccharomyces
cerevisiae ¢ Lactococcus lactis em caldo de cana 5°B

3.3.1 Adaptaciio

Aliquotas de 1000 pL de cultura estoque da linhagem de S, cerevisiae
(CA116) em meio YEPG (em gL’: extrato de levedura, 10,0; peptona
bacteriol6gica, 10,0; glicose, 20,0) foi previamente adaptada em meio caldo de
cana 5°B com 1% de extrato de levedura. Para L. Jactis, a adaptago ocorreu em
meio caldo de cana 5°B acrescido de 0,1% de extrato de levedura. A incubagiio
da levedura e da bactéria foi realizada sob agitagio a 28°C e 35°C,
respectivamente, por um periodo de 24 horas. O meio caldo de cana utilizado
neste experimento foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos.

3.3.2 Inoculagiio

Decorrido o tempo de adaptagfo, os microrganismos foram inoculados
em caldo de cana 5°B acrescidos de 1% e 0,1% de extrato de levedura para a
linhagem de S. cerevisiae e L. lactis, respectivamente. Os frascos de vidro em
triplicata foram incubados sob agitagdio, a 28°C para levedura e a 35°C, para
bactéria por um periodo de 48 horas.
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3.3.3 Aniilises realizadas

Foram coletadas amostras para plaqueamento, Lclleterminag:io de sélidos
soliveis totais em intervalos de 3 horas durante as priméiras 15 horas. Apds este
periodo, as coletas foram realizadas em intervalos de 7 horas até 29 horas de
incubagdo. A ultima coleta foi realizada apds 48 horas de incubagdo. As
amostras para determinagfio de pH e agiicares redutores pelo método do dcido
dinitrosalicflico (DNS) foram coletadas apés 0, 6, 12 e 22 horas de incubagiio
(Miller, 1959).

3.3.3.1 Anélise microbiolégica

O crescimento celular da bactéria (0 a 48 hom:;) e da levedura (0 a 15
horas) foi obtido por meio da técnica de plaqueaménto por microgota das
diluigbes seriadas em meio de cultivo TSA e YW, respectwamente (Romeiro,
2001). A partir de 15 horas, o plaqueamento das leveduras foi realizado pela
técnica de espalhamento. As placas de YW e TSA foram incubadas a 28°C e
35°C, por um perfodo de 24 horas. “

3.3.3.2 Andlise quimica

O teor de sélidos solitveis totais e o pH foram determinados por leitura
direta em refratSmetro e pHmetro digitais.

O teor de agiicares redutores totais foi determinado pelo método do acido
dinitrosalicflico (DNS) (Miller, 1959). v

3.4 Avaliacfio da interacfio de Saccharomyces cerevisiae e Lactococcus lactis
na fermentacito da cachaca artesanal
i
i
Para a etapa de produgéio de inoculo, o caldo de cana foi diluido com
4gua destilada a 5°B acrescido de 0,1% e 1% de extrato de levedura e

3.4.1 Cana-de-agiicar e preparo do mosto
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autoclavado a 121°C por 15 minutos. Na fase de adaptagéo dos microrganismos
ao meio de cultivo foi utilizado caldo de cana diluido & concentracio de 7 ¢
10°Brix. Na fase de fermentagio em frascos, o caldo foi diluido a 15°B e
autoclavado a 121°C por 15minutos. Na etapa de fermentagio em dornas, o
caldo foi fervido puro e, posteriormente, diluido a 14°B com dgua destilada
esterilizada.

3.4.2 Preparo do inéculo e adaptagiio

Aliquotas de 1000 pL de cultura estoque da linhagem de S. cerevisiae
(CAL116) e L. lactis em meio YEPG (em g.L™: extrato de levedura, 10,0; peptona
bacteriolégica, 10,0; glicose, 20,0) foram inoculadas em caldo cana 5°B
acrescido de 1% e 0,1% extrato de levedura, respectivamente. Para a obtengéio
de inéculo para a fermentagfio em frascos realizaram-se diversas alimentagdes
do frasco contendo a levedura até a obtengfio de 600 mL de inéculo com
concentragiio de 10° UFC/mL. No experimento de fermentag@o em dornas, foi
necessério fornecer caldo de cana até a cbtengio de 2.500 mL de inéculo de
levedura com concentragiio de 10'® UFC/mL e 200 mL de inéculo de bactéria
com concentragio de 10° UFC/mL. O caldo de cana fornecido para a
alimentagfio dos microrganismos foi diluido a 5°B e acrescido de extrato de
levedura. O numero de células a ser produzido para os dois experimentos foi
definido de maneira a se obter a concentragio aproximada de 10° UFC/mL de
levedura e 10* UFC/mL de bactéria no meio a ser fermentado.

Apbs a obteng#io do niimero de células desejado, os indculos de CA116 ¢
L. lactis foram colocados em caldo de cana 7°B e incubados a 30°C, por 24
horas. O mesmo procedimento foi realizado com caldo de cana a 10°B. O meio

de caldo de cana utilizado foi autoclavado a 121°C, por 15 minutos.
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3.4.3 Inoculagiio

3.4.3.1 Fermentacfio em frascos H

Decorrida a produgio do inéculo e adaptagdio, inocularam-se
isoladamente 100 mL do inéculo de CA116 ¢ 2 mL de L. lactis em frascos
Erlenmeyers contendo 1.600 mL e 1.700 mL de ¢aldo de cana a 15°B,
respectivamente. No frasco a ser realizado o cultivo misto, inocularam-se 100
mL de CA116 e 2 mL de L. /actis. Os frascos em triplicata foram incubados a
30°C por 26 horas. §

3.4.3.2 Fermentacfio em dornas
3.4.3.2.1 Fermentacfio com S. cerevisize (CA116)

Apés a produgio do inéculo e adaptagiio, inocularam-se 2,5 L do inéculo
de CA116 em cada dorna (capacidade de 30 litros) para 5 realizagfio do processo
fermentativo somente com levedura. Foram utilizados 15 L de caldo de cana

para cada dorna, tendo 5 L sido referentes ao pé de cuba.

3.4.3.2.2 Co-incubagfio de S. cerevisiae (CA116) e L. lactis

Na co-incubagéio, inocularam-se 2,5 L de inéculo de CA116 e 100 mL
de L. lactis em cada dorna (capacidade de 30 litros). Foi utilizado 19 L de caldo
de cana para cada dorna, tendo 5 L sido referentes ao pé de cuba.

3.4.4 Processo fermentativo

3.4.4.1 Feimentdtio em frascos

Os Erlenmeyers contendo caldo de cana a 15°B e microrganismos S.
cerevisiae e L. lactis, isoladamente e co-incubados, foram mantidos a 30°C.
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3.4.4.2 Fermentacdio em dornas

A dorna foi abastecida lentamente com caldo de cana a 14°B, de maneira
que o °Brix no interior da dorna permanecesse entre 5-7°B. O monitoramento do
°Brix foi realizado pela leitura direta em refratdmetro digital. O periodo de
alimentagio das dornas foi de, aproximadamente, 8 a 10 horas. Foram
adicionados, em cada dorna, 125 g de fubd e 125 g de farelo de arroz
(esterilizado a 121°C por 30 minutos) como fonte de nutrientes para as
leveduras. Apds o °Brix zerar e as leveduras decantarem, o mosto fermentado
(vinho) foi encaminhado ao alambique. Este processo ocorreu aproximadamente
24 horas apds o inicio da alimentagdo. A temperatura no interior da dorna foi
mantida entre 30-32°C. Durante todo o processo fermentativo, as dornas foram
mantidas cobertas com telas para evitar a entrada de insetos. Foram realizadas 4
bateladas em 2 dornas para cada tratamento (levedura isolada e co-incubada com
L. lactis).

3.4.5 Destilaciio

Apés o °Brix zerar e as leveduras decantarem, o vinho foi encaminhado
ao alambique para a realizagfio do processo de destilag#io. A primeira fragio de
cachaca, denominada de “cabega”, foi constituida de 20% do volume total do
destilado e descartado (Campos, 2003). A segunda fragdo da destilagéio,
denominada de coragfio, foi recolhida em recipiente e o corte sé foi realizado
quando a cachaga atingiu 45% de teor alcoélico. A ultima porgdo que saiu apés
o corte, denominada de cauda, possui baixo teor alcodlico. Durante todo o
processo de destilaglio, o teor alcoblico da cachaga foi monitorado com
alcodmetro de Gay-Lussac.
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3.4.6 Anilises realizadas

Foram coletadas amostras durante o processo fermentativo para
plaqueamento, sélidos soliiveis totais, pH e aglicares redutores. No experimento
de fermentagio em frascos, amostras foram coletadas em intervalos de 3 horas
durante as primeiras 12 horas de incubag@o. Apés este periodo, as coletas foram
realizadas em intervalos de 7 horas, até 26 horas de incubagfio. No processo

fermentativo nas dornas, coletaram-se amostras ao ocorrer o enchimento da
o

I

dorna e apés o envio do vinho para o alambique.

Apbs o processo de destilagio, coletaram-se 700 mL das fragBes
coragdio, cabega e cauda de todas as bateladas para aﬁailise fisico-quimica. A
andlise cromatogréfica foi realizada com as fragdes da 4° batelada da
fermentagfo com S. cerevisiae (CA116) isoladamente e da 1* e 4* bateladas da

co-incubagHo.

3.4.6.1 Anilises microbiolégicas

O crescimento celular das leveduras e bactérias, nas fermentagdes em
frascos, foi obtido pelo plaqueamento das diluigdes serindas pela técnica de
espalhamento em meios de cultivo YW (em gL' extrato de levedura, 3,0;

“extrato de malte, 3,0; peptona bacteriolégica, 5,0; glicosg 10,0; agar, 15) e TSA

(em gL peptona de caseina, 15,0; peptona de soja, 5,0; cloreto de sédio, 5,0;
dgar-agar, 15,0 ), respectivamente. No processo fermentativo realizado em
domas, o crescimento celular das leveduras foi determmado pela técnica de
plaqueamento por espalhamento ¢ o da bactéria pelo método da microgota
(Romeiro, 2001), em meio de cultivo YW (leveduras) e TSA (bactérias). No
plaqueamento das aliqliotas retiradas dos frascos e dorlnas da co-incubagfio
foram utilizados YW e TSA, acrescidos de ampicilina (100 pg/mL de meio) e
nistatina (4 mL de suspensdo oral 100.000 UI por litro de meio),
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respectivamente. As placas de YW ¢ TSA foram incubadas a 28°C ¢ 35°C, por
24 horas.

3.4.6.2 Anilises quimicas

O teor de solidos soliveis totais € o pH do vinho foram determinados
por leitura direta em refratometro ¢ pHmetro digitais. A concentragio de
agucares redutores do vinho foi determinada pelo método do 4cido
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959).

A analise fisico-quimica e cromatografica das fragdes cabega, coragdo e
cauda foram realizadas no Laboratério de Analise de Bebidas do Departamento
de Quimica da UFLA. Na analise fisico-quimica, foram avaliados os teores de
acidez volatil em acido acético, ésteres em acetato de etila, aldeidos em aldeido
acético, furfural, alcoois superiores, metanol ¢ cobre (Brasil, 1997).

A analise cromatogrifica foi realizada em cromatégrafo gasoso (CG)
para a avaliagdo quantitativa de alcoois superiores ¢ qualitativa de metanol nas
amostras das bebidas. O cromatografo utilizado foi da marca Shimadzu, modelo
17A, equipado com detector de chama ionizada. As amostras de cachaga
redestiladas foram injetadas (1 pL) nas seguintes condigdes de operagdo:
detector ¢ injetor operando a 130°C e 150°C, respectivamente; coluna capilar
(DB-WAX, 30 m, 0,25 mm de didmetro, fase estacionaria polietileno glicol)
operando em gradiente de temperatura (60°C por 2,5 minutos: elevacio de
2,0°C. min™' até chegar a 80°C ¢ permanecendo a 80°C por 2 minutos). O gas de
arraste utilizado foi nitrogénio com fluxo de 1,6123 mL/min, a pressio foi de
17,0 psi ¢ o split foi de 1:30. A concentragdo dos alcoois superiores nas amostras

de cachaca foi determinada pela curva padrio.
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3.4.6.3 Analise sensorial

A andlise sensorial da cachaga proveniente da destilagio do vinho das
dornas foi realizada com 37 provadores ndo treinados, porém, apreciadores da
bebida. Foram fornecidas a cada provador trés amostras da bebida, codificadas
como 1, 2 e 3, para cachaga proveniente de fermentagio com CAI116, de co-
incubagdo (I* batelada) e co-incubagio (4° batelada), respectivamente. A
avalia¢do da cachaga foi realizada em 10 mL de cada bebida, sendo que, entre as
amostras, foi solicitado ao provador que degustasse um biscoito salgado e
tomasse dgua para ndo haver interferéncia na avaliagdo seguinte.

Para cada uma das amostras, os provadores preencheram duas fichas de
avaliagio na forma de escala heddnica de nove pontos (Moraes, 1993). A
primeira ficha de avaliagdo foi referente as caracteristicas separadamente
(aparéncia, aroma e sabor). A segunda ficha foi em relagiio a aceitagdo global da

bebida.

3.4.6.4 Anilise estatistica

As andlises estatisticas para comparagdo das cachagas produzidas foram
realizadas com base no teste de Chernoff (ndo paramétrico) e o teste de escala
hedénica, utilizando-se os softwares Statistica (Stasoft Inc., 1995) e SISVAR 4.3

(Ferreira, 1999), respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagfio da eficiéncia de dois meios de cultivo na multiplicacio de
Saccharomyces cerevisiae (CA116) e Lactococcus lactis

A andlise fisico-quimica do caldo de cana natural e autoclavado foi
realizada para verificar se o tratamento térmico influenciou na composigio do
caldo. Foi constatado que a autoclavagem praticamente nfio alterou a

composi¢fio do caldo de cana (Tabela 2).

TABELA 2 Anilise fisico-quimica do caldo de cana natural e autoclavado

Caldo de cana Caldo de cana

Andlises realizadas natural Autoclavado
Umidade 79,85% 80,45%
Matéria seca 20,15% 19,55%
Proteina 0,44% 0,46%
Residuo mineral fixo (cinzas) 0,49% 0,55%
Sélidos soliiveis 25,00% 23,50%
PH 5,72 5,60
Agcares redutores (glicose) 1,79% 1,75%
Aglicares niio redutores (sacarose) 19,05% 19,40%
Agiicares totais 21,84% 22,18%
Calcio 0,06% 0,07%
Fésforo 0,0% 0,03%
Potéssio 0,04% 0,05%
Magnésio 0,01% 0,01%
Enxofre 0,10% 0,12%
Nitrogénio 0,07% 0,08%
Cobre 030mg/100g 0,33 mg/100 g
Ferro 0,19 mg/100 g 0,22 mg/100 g
Zinco 2,54mg/100g 2,61 mg/100 g
Sadio 6,22mg/100g 6,27 mg/100 g
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O teor de sdlidos soliveis totais (°Brix) inicialmente foi préximo de 6,0
para o meio com caldo de cana acrescido de extrato de levedura e 4,0 para o
meio YEPG. Apés 28 horas de incubagio com as leveduras, o °Brix decresceu
até 2,0 — 2,5, para os dois meios testados. Com o crescimento bacteriano nio foi

observado decréscimo no valor do °Brix inicial para ambos os meios avaliados

(Figura 3).

2{ —e—CAll6 + YEPG

—&—CA116 + caldo de cana 5°B + 1% extrato levedura
—k— L. lactis + YEPG

——L. lactis + caldo de cana 5B + 1% extrato levedura

0 7 21 28

14
Tempo (horas)

FIGURA 3 Concentragiio de solidos soliiveis totais em dois meios de cultivo
inoculados com a linhagem de S. cerevisiae CA116 e L. lactis.
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O teor de agiicares redutores foi inicialmente mais elevado no meio
YEPG, visto que o caldo de cana é composto por elevadas concentragdes de
agtcares nfo redutores, como a sacarose (Figura 4).

De modo geral, as leveduras ndo sfio capazes de assimilar sacarose. Apés
a inoculaglio da linhagem de S. cerevisiae e produgiio da enzima invertase, a
sacarose presente no caldo de cana foi degradada em glicose e frutose,
ocorrendo um pico de 41,92 g/L, apés 7 horas de incubagfio. Durante 28 horas
de incubagdio, o consumo de aglicares redutores (tempo inicial — tempo final)
pelas leveduras foi de 22,15 e 40,69 g/L e, para as bactérias, foi de apenas 1,10
g/L e 1,62 g/L para os meios YEPG e caldo cana 5°B + 1% extrato de levedura,
respectivamente.

50 1
—8-— CA116 + caklo cana 5°B + 1% exirato de levedura
—e—CAl16 + YEPG

40 | —dr—L lactis - caldo cana 5B + 1% extrato de kevedum

L lactis - YEPG

Agticares redutores (g/L)

10 4

a2

0 7 14 21 28
Tempo (horas)

FIGURA 4 Concentragfio de agiicares redutores em dois meios de cultivo
inoculados com S. cerevisiae (CA116) e L. lactis
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A Figura 5 mostra que o valor de pH dos meios inoculados com
bactérias apresentou variacio maior nas primeiras 7 horas, e, apés este perfodo,
a variagio foi minima. O pH decresceu 1,87 e 1,70 em 28 horas de incubagdo
para os meios YEPG e caldo de cana acrescido de extrato de levedura,
respectivamente. Ja as leveduras apresentaram pequena,variagdo no pH em 28
horas de incubagio, tendo o pico de variagiio ocorrido em 14 horas de incubagdo
para ambos os meios avaliados. O pH decresceu de 0,93 e 1,27, em 28 horas de
incuba¢fio, para os meios YEPG e caldo de cana acrescido de extrato de
levedura, respectivamente.

. —

i 2{ —e—CAll6+YEPG

‘1 —8—CA116 + caldo de cana 5°B + 1% extrato levedura
14  —a&—L lactis + YEPG
—¥—L. lactis + caldo de cana 5B + 1% extrato levedura

0 7 14 ' 21 28
Tempo (boras)
FIGURA 5 Avaliagdio do pH durante o crescimento de S. cerevisiae (CA116) e
L. lactis em dois meios de cultivo
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A linhagem S. cerevisiae CA116 apresentou um crescimento de 3,7 x
10" UFC/mL no meio YEPG e 7,75 x 10" UFC/mL para o meio caldo cana 5°B
acrescido de 1% de extrato de levedura, em 28 horas de incubagdo (Figura 6). Os
fatores de conversdo de agiicares redutores em biomassa (Yyss) foram de 1,66 x
10° UFC/mg AR para o meio YEPG e de 1,90 x 10° UFC/mg AR para o caldo

de cana enriquecido com 1% de extrato de levedura.

8000 1/

7000 -
6000 -
5000 -
4000 1
3000-
2000-
1000 -

10 " UFC/mL

Tempo (horas)

OCAl16 + YEPG
B CAll6+C.cana 5B+ 1% E. L.

FIGURA 6 Avaliagdo do crescimento de S. cerevisiae (CA116) em dois meios
de cultivo
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A Figura 7 mostra que a bactéria L. lactis apresentou crescimento de
2,25 x 10" UFC/mL no meio YEPG e 6,67 x 10" UFC/mL no meio caldo cana

5°B acrescido de 1% de extrato de levedura, em 21 horas de incubagdo.
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B L. lactis +C. cana5°B+1% E L.

FIGURA 7 Avaliagdo do crescimento de L. lactis em dois meios de cultivo
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A andlise estatistica realizada pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, indicou que n#o houve diferenca significativa no crescimento das
leveduras para os dois meios em todos os intervalos de tempo avaliados. J4 para

bactérias houve diferenca significativa no crescimento para os dois meios
avaliados nos tempos 14 e 21 horas, tendo o caldo de cana acrescido de extrato
de levedura proporcionado melhor crescimento que o meio YEPG (Ferreira,
1999).

4.2 Seleciio da fonte ideal de crescimento para Lactococcus lactis

A Tabela 3 mostra que houve decréscimo na populagiio de L. Jactis nos
tratamentos MMM adicionado de 2% glicose e MMM adicionado de 2% frutose,
atingindo valores inferiores a 10* UFC/mL, ap6s 24 horas. J& nos outros
tratamentos com MMM, a bactéria apresentou crescimento, tendo o maior deles
sido observado no MMM acrescido de 1% de extrato de levedura em 48 horas de
incubac@io. Foi realizada a leitura de 48 horas para MMM adicionado de extrato
de levedura devido a uma contaminagfio das placas com fungos filamentosos,
oriundas da leitura de 24 horas. A bactéria também apresentou 6timo
crescimento quando inoculada em caldo cana 5°B, o que indicou que o caldo de
cana apresenta nutrientes satisfatorios para o crescimento de L. lactis.
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TABELA 3 Avaliagio do crescimento de L. lactis em diferentes fontes de

carboidratos
Tratamento 0 horas 24 horas 48 horas
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
MMM + 2% glicose 8,65x10° <10°
MMM + 2% frutose 9,20x10° <10*
MMM + 1% sacarose 5,30x10° 9,83x10°
MMM + 0,1% extrato levedura  8,35x10° - 1,22x10°
MMM + 1% extrato levedura  1,05x10° 1,43 x10" 1,21x10'"
Caldo de cana 2°B 4,17x10* 7,3?’xl 0®
Caldo de cana 5°B 6,67Ex10°  3,08x10°

‘,
4.3 Avaliaciio do crescimento e do teor de agiicares de Saccharomyces
cerevisiae e Lactococcus lactis em caldo de cana 5 °B

A linhagem de S. cerevisiae CA116 ndo apresentou fase lag na curva de
crescimento devido ao fato da cultura ter sido previamente adaptada no meio
caldo de cana acrescido de 1% de extrato de levedura. A linhagem CAl16
atingiu a metade da fase log de crescimento apés, aproximadamente, 9 horas de
incubagfio. O inicio da fase estaciondria ocorreu apds 29 'horas de incubagio. A
populagio inicial de 5,54 log (niimero de células/mL) atingiu o méximo de
células 10,26 log (niimero de células /mL) em 29 horas de incubagiio (Figura 8).

A variagiio do “Brix foi utilizada para o rdpido acompanhamento do
consumo de agicares durante o periodo de incubag#o. Posteriormente, anslises
do teor de agicares redutores foram realizadas. O °Brix inicial de 6,71 (g
sacarose/100 mL mosto) decresceu para 1,82 (g sacarose/100 mL mosto) apés

48 horas de incubagdo. A queda do °Brix acompanhou a ripida taxa de
crescimento das leveduras (Figura 8), I
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FIGURA 8 Curva de crescimento de S. cerevisiae (CA116) ¢ variagdo do °Brix
em meio de caldo-decana 5°B acrescido de 1% de extrato de
levedura (CA116)

Os resultados obtidos indicam que a linhagem CA116 apresentou répido
crescimento com elevada produgiio de células em meio caldo de cana acrescido
de 1% de extrato de levedura. Para a produgdo de indculo de CA116 foi ideal
que o fornecimento de caldo de cana ocorresse em intervalos préximos de 9
horas, devido ao fato desse microrganismo se encontrar no meio da fase de
crescimento exponencial,

A bactéria L. lactis também ndo apresentou fase lag na curva de
crescimento, por a ter sido previamente adaptada no meio caldo de cana
acrescido de 0,1% de extrato de levedura. Este microrganismo atingiu a metade
da fase log de crescimento apés, aproximadamente, 7 horas e 30 minutos de
incubagfio. O inicio da fase estaciondria ocorreu apés 22 horas de incubagdo. A
populagfio inicial de 4,76 log (nimero de células/mL) atingiu o méximo de
células 10,90 log (niimero de células /mL), em 48 horas de incubagfio. O °Brix
inicial de 5,84 (g sacarose/100 mL mosto) decresceu para 5,72 (g sacarose/100
mL mosto), apés 48 de incubagio. O “Brix nd#o acompanhou o répido
crescimento das bactérias e manteve-se praticamente estivel durante as 48 horas
de incubagdo (Figura 9).
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FIGURA 9 Curva de crescimento e variagdo do °Brix 'em meio de caldo cana
5B acrescido de 0,1% de extrato de levedura (L. lactis) e 1% de
extrato de levedura (CA116); (A) S. cerevisiae (CA116); (B) L.
lactis.

A linhagem . cerevisiae CA116 apresentou maior crescimento celular
num intervalo de tempo menor que as leveduras avaliadas por Walker (1998) e
Martins et al. (1998), sugerindo que o isolado CA116 apresenta Gtima
multiplicagiio celular. Walker (1998) apresentou uma curva tipica de
crescimento de leveduras, em que a metade da fase log foi atingida apés 12
horas de incubagfio. O niimero de células inoculadas foi de aproximadamente,
5,00 log (mimero de células /mL) e atingiu o méximo de némero de células 81
log (nimero de células /mL) em 37 horas de incubagdo. O meio de cultivo
utilizado para crescimento das leveduras ndo foi citado. Da mesma forma,
Martins et al. (1998) avaliaram o crescimento das linhagens de leveduras
ABXR.11B e IZ 987 em meio YEPG (glicose 2%, peptona 2%, extrato de
levedura 1%). As linhagens ABXR.11B e IZ 987 atingiram a metade da fase log
de crescimento em 15 e 21 horas de incubagdo, rwpectit‘l'amente. A populaciio
inicial de aproximadamente 4,47 log (ntmero de células/mL) atingiu 8,65 log
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(nimero de células/mL) em 33 horas para a linhagem ABXR.11B e 45 horas
para a 12987, sendo que ambas as linhagens ji se encontravam na fase
estaciondria.

A concentragiio de agiicares redutores no caldo de cana foi inicialmente
baixa devido ao fato do agiicar predominante ser a sacarose, que é n3o redutor.
As leveduras produzem a enzima invertase que degrada a sacarose em agicares
redutores (glicose e frutose), os quais s&o assimilados pelas leveduras. A Figura
lo‘moslra que, apés a inoculagio de S. cerevisige, o teor de agiicares redutores
aumentou devido & quebra da sacarose, atingindo o pico de 26,38 g/L em 12
horas de incubagfio. Em 22 horas de incubagfio, o teor de acticares decresceu
para 2,19 g/L, indicando que as leveduras consumiram quase todo o agiicar
préente no meio de cultivo. A entrada deste microrganismo na fase estaciondria
coincidiu com o decréscimo do teor de agiicares redutores. O consumo de
aglicares redutores pelas bactérias foi minimo, O teor inicial de 1,821 g/L
decresceu para 0,941 g/L em 22 horas de incubacgio.
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FIGURA 10 Avaliagfio do teor de agiicares redutores durante o crescimento da
linhagem S. cerevisiae (CA116) e L. lactis em caldo de cana 5°B,
acrescido de 1% e 0,1% de extrato de levedura, respectivamente.
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A Figura 11 mostra a variagdo do pH duramexo periodo de crescimento
dos microrganismos. O meio de cultivo da levedura CA116 iniciou com um pH
de 5,81 e decresceu para 5,19, em 22 horas de incubacao, apresentando variagiio
de 0,62. J4 o meio de cultivo inoculado com L. lactis iniciou com um pH de 5,60
e decresceu para 4,04, em 22 horas de incubacfo, apresentando variagéio de 1,56.

A provével raziio da maior queda no pH apresentado pelas bactérias foi devido a
produg8o de 4cido latico, '

7
6 ,
g QQ\;
4 |
g N
21 —8—CAll6
11 —8— L. lactis
0 . ’ '
0 6 12 2

Tempo (horas)

FIGURA 11 Variagio do pH durante o crescimento de S, cerevisige (CAll6) e

L. lactis em caldo de cana 5°B, acrescido de 1% e 0,1% de extrato
de levedura, respectivamente. :
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4.4 Avaliaciio da interagio de Saccharomyces cerevisiae e Lactococcus lactis
na fermentacio da cachaca artesanal

4.4.1 Avaliaciio do crescimento
A linhagem de . cerevisiae (CA116) apresentou tendéncias similares

no crescimento log (n° células/mL) e concentragdo de sélidos soliiveis (°Brix)
durante as 26 horas de incubagdo, ao ser inoculada isoladamente ou co-incubada
com L. lactis em frascos Erlenmeyers com caldo de cana a 14,4°B. O niimero de
células aumentou de aproximadamente 8,5 para 10 ciclos log (n° células/mL) e o
“Brix decresceu de aproximadamente 14,5 para 7,1, para ambos os tratamentos
durante as 26 horas de incubago (Figura 12).
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FIGURA 12 Avaliagio da concentragio de sélidos soliveis (°Brix) e do
crescimento de S. cerevisiae (CA116) inoculada isoladamente e

co-incubada com L. /actis em frascos com caldo de cana 14,5B a
30°C

50



O caldo de cana a 14,5°B ni#io apresentou variagdo no “Brix quando L.
lactis foi inoculado isoladamente e incubado a 30°C. J4 quando a bactéria foi co-
incubada com S. cerevisiae (CA116), o °Brix variou de 14,6 para 7,33 em 26
horas de incubagdio. Durante o periodo de incubagdio da cultura de bactéria, o
crescimento variou de 5,17 para 7,63 log (n° células/mL) e, quando co-incubada
decresceu de 5,00 para valores abaixo de 4,00 log (n° células/mL) (Figura 13).

Os resultados obtidos (Figura 12) demonstram que, durante a co-
incubagio, a bactéria L. Jactis ndo influenciou o crescimento da levedura
CA116. Entretanto, o crescimento de L. lactis foi reprimido pelas leveduras,
ocorrendo morte celular, principalmente apés 19 horas de incubag#o (Figura 13).
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FIGURA 13 Avaliagiio da concentracdo de sélidos soliveis (°Brix) e do
crescimento de L. lactis inoculado isoladamente e co-incubado
com S. cerevisiae em frascos com caldo de cana 14,5°B a 30°C
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A Figura 14 ¢ referente ao nimero de células de leveduras presentes nas
dornas no inicio e no final da fermentagdo, apos quatro bateladas. As amostras
do inicio e término foram coletadas apés o enchimento da dorna e envio do
vinho ao alambique, respectivamente. Ndo foi possivel determinar com precisdo
o numero de células, devido & floculagio desta levedura, o que dificultou a
coleta de amostras homogéneas para contagem. O nimero de células presentes
no término de uma batelada deve ser semelhante ao inicio da batelada seguinte,
0 que ndo ocorreu durante o processo fermentativo neste experimento. O nimero
aproximado de células no interior da dorna de fermentagdo para o processo
fermentativo somente com leveduras oscilou, no tempo inicial, entre 13 e 14 log

(n° células) e, no tempo final, entre 16 ¢ 18 log (n° células).
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FIGURA 14 Avaliagdo do crescimento de S. cerevisiae (CA116) durante o
processo fermentativo em dornas em quatro bateladas nos tempos

inicial do preenchimento da dorna (T inicial) ¢ final da
fermentagdo (T final)
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Na Figura 15, pode-se observar que, para as leveduras, houve o mesmo
problema de coleta de amostras apresentado na Figiura 14, O tempo final é
sempre superior ao tempo inicial, devido a dificil l\‘omogeneizag:io do mosto
com leveduras floculantes. A populagiio de leveduras i(Q)scilou, no tempo inicial,
entre 15 ¢ 16 log (n° células) e, no tempo final entre 18 TE 19 log (n° células).

Durante as quatro bateladas sucessivas da co-incubagdo, o
microrganismo L. lactis inoculado (diplococo) predominou somente na 1*
batelada, tendo a sua populagéio apresentado redugfo ﬂ}o final desta batelada. A
populagiio de L. lactis continuou a diminuir nas batelad?s seguintes, tendo outras
bactérias, em forma de bacilos, comegado a ser encontradas no mosto. Na ditima
batelada, a bactéria predominante foi a que se apresentou em forma de bacilo. A
populagdo bacteriana presente nas dornas durante a co—iﬁcubacao aparentemente
se manteve constante, mas o nimero de células niio 'foi referente somente 3
bactéria inoculada (Figura 15). Tanto na co-incubagdo realizada em frascos
como em dornas, o L. lactis niio foi capaz de persrsitxr durante o processo
fermentativo. “
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FIGURA 15 Avaliagdo do crescimento de . cerevisiae (CAL116) ¢ L. lactis (co-
incubados) durante o processo fermentativo em dornas em quatro
bateladas nos tempos inicial do preenchimento da dorna (T inicial)
¢ final da fermentagdo (T final)

A redugdo da populagio bacteriana durante a co-incubagdo com
leveduras também foi constatada por Narendranath et al. (1997). Estes autores
avaliaram o comportamento de diferentes concentragdes de cinco bactérias do
género Lactobacillus (~ 10% 10°% 107; 10% 10° UFC/mL) co-incubadas com
leveduras (~10” UFC/mL) em mosto de trigo a 30°C. Quando as bactérias foram
crescidas na auséncia de células de leveduras, elas permaneceram vidveis. Ja em
cultura mista, as bactérias morriam no final da fermentagdo. Isto sugere que o
etanol age sinergisticamente com o acido litico, matando as bactérias e que a
toxicidade do etanol é aumentada pelo decréscimo do pH causado pelo acido
latico no meio de mosto de trigo. Durante a fermentagdo, a concentragdo de
dcido latico aumentou de acordo com o aumento do nimero de células de
bactéria.

Rodarte et al. (2003) utilizaram a mesma bactéria deste experimento (L.
lactis) em co-incubagdo com os isolados de S. cerevisiae (CAI162 e CA1183).

Durante o processo fermentativo, a populagdo celular dos dois isolados de
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leveduras, puro e co-incubados, manteve-se constante em torno de 10° UFC/mL.
A bactéria lictica cultivada isoladamente apresentou c?schnmto de 10° até 10°
UFC/mL. J& para a bactéria em associagio com CA1162, a populagfio manteve-
se constante em 10° UFC/mL. Quando L. Jactis foi co-incubada com CA1183,
houve um decréscimo na populagiio de 10° para 10* UFC/mL. Estes resultados
sugerem que, dependendo do isolado de S. cerevisiae utilizado na co-incubagdo,
pode haver uma inibi¢@o do crescimento ou morte celular de L. Jactis.

O isolado de S. cerevisiae (CA116) utilizado neste experimento foi
isolado de dornas de fermentago e foi selecionado em experimentos prévios
para a produgiio de cachaga por proporcionar elevado rendimento, persistir
durante o processo fermentativo e apresentar capacidade de floculag#@io no final
da fermentagéio (Mendonga, 1999; Fialko, 2000; Campos, 2003). Provavelmente,
a nio permanéncia de L. /actis durante a co-incubaclio foi devido A elevada
capacidade de competicdo do isolado CA116.

4.4.2 Avaliaciio do teor de agGicares redutores

A Figura 16 apresenta a concentragio de agiicares redutores no decorrer
do processo fermentativo em frascos. A bactéria praticamente niio consumiu
aglcares redutores quando cuitivada isoladamente, vistof que estes aglicares nio
séo a fonte principal de carboidratos assimilados pelas bactérias. O mesmo
comportamento foi encontrado para L. plantarum quando inoculado
isoladamente com 10’ UFC/mL. Esta bactéria nfo consumiu mais que | g por
100 mL de sélidos dissolvidos no mosto (carboidratos fermentesciveis) para
crescimento e metabolismo. Tendéncias similares também foram observadas
para L. paracasei, Lactobcillus #3, L. rhamnosus e L. Jermentum (Narendranath
et al,, 1997).

A levedura inoculada isoladamente apresentou o mesmo comportamento

em relagiio ao consumo de agiicares redutores quando co-incubada com L. Jactis.
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Inicialmente, o teor de agicares redutores foi de aproximadamente 3,6 g/L,
atingindo um pico de aproximadamente 15 g/L, em 12 horas de incubagfio. O
aumento na concentragio de agiicares redutores se deve  quebra da sacarose em
glicose e frutose por meio da aglio da enzima invertase liberada pelas leveduras

(Figura 16).
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FIGURA 16 Avaliagio do teor de agicares redutores durante o processo
fermentativo em frascos com a linhagem S. cerevisiae (CA1 16) e
L. lactis inoculados isoladamente (controles) e co-incubados
(CA116 + L. lactis) em caldo de cana a 14,5°B.
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A Figura 17 apresenta a variagio do teor de agiicares redutores no
decorrer do processo fermentativo em dornas. O consumo de aglicares redutores
(tempo inicial — t final) foi semelhante para as fermentagdes conduzidas com
levedura isolada (CA116) e co-incubada com L. lactis. Durante o processo
fermentativo somente com levedura, o consumo de agicares em g/L foi de 2,51;
2,64; 2,42 e 1,57 durante as 4 bateladas. Ja para a co-incubagiio, o consumo de
agucares em g/L foi de 2,16; 1,62; 1,32 ¢ 2,10. A variagdo do teor de aguicares
redutores encontrada nas bateladas se deve a pequenas oscilagdes no volume

final da dorna.
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ECAI116 - Tfinal |
0O Co-incubagio - Tinicial
1 OCo-incubagio - Tfinal

Llu

Batelada

1 T — —_—

L]

Agucares Redutores (g/L)
— (8]

=
e

FIGURA 17 Avaliagio do teor de aglicares redutores durante o processo
fermentativo em dornas com S, cerevisiae (CA116) isoladamente
e co-incubada com L. lactis em caldo de cana a 14,5°B.
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Narendranath et al. (1997) relataram que quando dois microrganismos
crescem juntos em dois meios, pode haver uma competigfio por certos nutrientes.
No caso de co-incubagio da levedura CA116 e L. lactis, parece que a
competig#io nfio ocorreu por aglicares redutores.

4.4.3 Avaliagiio do pH

O valor de pH do meio, quando cultivado com bactéria e levedura
isoladamente em frascos, variou 1,4 ¢ 1,05, respectivamente, em 26 horas de
incubagdio. Quando os dois microrganismos se encontravam em cultivo misto,
houve uma variag#o similar a levedura cultivada isoladamente (1,1) (Figura 18).

T

—&—CA116 —8—L lactis —A— Co-incubagio

pH
w

6 12 26
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FIGURA 18 Avaliagfio do pH durante o processo fermentativo em frascos com
S. cerevisize (CA116) e L. lactis inoculados isoladamente
(controles) e cultura mista (CA116 + L. lactis) em caldo de cana
14,5°B

A Figura 19 apresenta a variagio do pH (tempo inicial e final) para os
experimentos de fermentacio com S. cerevisiae (CAl 16) isolada e co-incubada
com L. /actis em dornas, durante 4 bateladas sucessivas. A variagio de pH
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(tempo final — tempo inicial) no mosto inoculado com a linhagem CA116

isoladamente foi de 0,12; 0,16; 0,15 ¢ 0,11. J4 para a co-incubag¢do (CA116 + L.

lactis), foi de 0,24; 0,13; 0,04 e 0,18
bateladas, respectivamente.

As variagdes de pH para

. As variagdes de pH sio referentes is 4

o cultivo da levedura isoladamente

mantiveram-se praticamente estdveis durante as 4 bateladas e, durante a co-

incubagdo, houve oscilagdo.
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FIGURA 19 Avaliagdo do pH durante o processo fermentativo em dornas com
S. cerevisiae (CA116) isoladamente e co-incubada com L. lactis

em caldo de cana
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4.4.4 Anilise fisico-quimica e cromatogrifica da cachaga

As Tabelas 4A ¢ 4B apresentam os resultados das anélises fisico-
quimicas das bebidas produzidas durante a fermenta¢io com o isolado CA116 e
co-incubaglio com L. /actis. A maior parte dos resultados das andlises realizadas
para a cachaga se encontra dentro dos padrdes da legislagio, exceto o grau
alcodlico e dlcoois superiores.

O grau alcodlico ficou abaixo do minimo estabelecido pela legislagiio, na
primeira batelada das fermentagdes conduzidas somente com levedura e na co-
incubagéio (Brasil, 1997).

O teor de dlcoois superiores ultrapassou o limite méximo estabelecido
pela legislagfio em seis bateladas, tendo, nas outras duas, ficado bem préximo do
limite (Brasil, 1997).

Pereira et al. (2002) encontraram problemas com élcoois superiores em
15,6 % de 45 amostras avaliadas de cachaga. O excesso de dlcoois superiores
pode ser devido a uma proliferaglio de bactérias durante o processo fermentativo
ou durante o armazenamento da cana antes da moagem, o que favorece a
degradagio de aminoicidos ou devido a condigdes assépticas inadequadas da
fermentac#o.

A quantidade de &lcoois superiores nos vinhos varia segundo as cepas de
leveduras, a temperatura de fermentagiio, a aeracdio e a quantidade de nutrientes
(Ough, 1996).

A acidez das cachacas provenientes das fermentagdes com co-incubagdo
apresentou-se um pouco mais elevada que a de fermentagdo somente com
leveduras na 2*, 3* e 4° bateladas. A acidez da 1* batelada das duas fermentagdes
(CAL16 e co-incubagio) foi muito semelhante, porém, foi a mais elevada entre
as bateladas. O teor de acidez volitil ficou muito abaixo do méximo permitido
pela legislagéio.
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TABELA 4 Resultados de anélise fisico-quimica de cachaga produzida com (A)
S. cerevisiae CA116; (B) co-incubaciio (S. cerevisiae CAli6 e L.

lactis). :
|

(A)
Ttens Analisados Limite | ____ Batelsds

Minimo Miximo| 1° 2* 3* 4°
Exame organoléptico X~ - Normal Normal Norma! Normal
Densidade relativa (20/20 °C) X *x 0959 09456 09456 09456
Cobre (mg/mL) -X- 5 3011 303 283 286
Extrato seco a 100 °C (g/L) X X~ 0 0 0 0
Gran alcodlico real a 20 °C (%V/V) 38 54 335 425 42 42
Acidez voldtil em dcido Acético (mg/100 mL de dkcool anidro) -%- le 28 144 1639 16,39
Alcool superior (mg/100 mL de dicool anidro) -X= 300 300,57 3497 303,78 280,78
Furfural (mg/100 mlL de kool anidro) X 5 l X~ -xX- - X
Aldeidos emaldeido acético (mg/100 mL de icool anidro) X~ 30 475 656 622 7
Esteres em acetato de etila (mg/100 mL de dkool enidro) X~ 200 39 3198 3319 3443
Soma dos componentes secundérios (mg/100 mL de &lcool anidro) 200 x- 367,16 402,63 359,58 3386l
Alcool metllico (mL/100 ml de 4lcool anidro) -X- 0,25 0015 0026 0003 0,005
Agucares totais (g/L. em sacarose) - eguardente simples -X~ < q X~ Xe -Xe X
Aglicares totais (g/L em sacarose) - aguardente adogada >60 < 39 X- -X= X X
(B)
Itens Analisados Limite . Batelada

Minimo Miximo}] 1° 2° 3 4°
Exame organoKptico - - Normal Normal Normal Normal
Densidade relativa (20/20 °C) X~ -x-  0,9559 09481 09481 0,9489
Cobre (mg/mL) - 5 37 368 374 348
Extrato seco a 100 °C (g/L) X~ X~ 0 0 0 0
Greu akodlico real a 20 °C (%V/V) 38 4 36 41 395 405
Acidez volitil em dcido Acético (mg/100 mL de kool anidro) -X- 150 21,25 1866 19,37 18,89
Aloool superior (mg/100 mL de slcoo] anidro) - 300 36207 311,19 3033 2963
Furfural (mg/100 mL de &kcool anidro) -X- 5 -X- -X- X~ %=
Aldeidos em aldeido acético (mg/100 ml. de 4lcool anidro) X 30 744 494 568 565
Esteres em acetato de etila (mg/100 mL de kool anidro) -X- 20 3775 34 397 3442
Soma dos componentes secundérios (mg/100 mL de dlcool anidro) 200 x- 42851 368,78 368,54 35525
Akcool metilico (mL/100 mL de dicool anidro) X 025 0015 0003 0036 0029
Agicares totais (g/L em sacarose) - aguardente simples -X- <6 -X- -X- xX= -X-
Aglcares totais (g/L. em sacarose) - aguardente adogada >60 <3 % X X X
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O teor de cobre encontrado na cachaga, em torno de 3 mg/mL, ficou
abaixo do estabelecido pela legislaclio, que é de 5 mg/mL. Com as vdrias
destilagdes e limpeza constante do alambique, a concentragio de cobre foi
reduzindo-se no decorrer das bateladas. O elevado teor inicial de cobre pode ser
justificado pelo pouco uso deste alambique, que ¢ destinado apenas & realizagéo
de experimentos.

A concentragiio de metanol foi encontrada em baixissimas quantidades, o
que mostrou que o volume de fraglio cabega colhido neste experimento foi
adequado para a retirada desta substincia.

Na Tabela 5 encontra-sc a concentragio dos délcoois superiores
encontrados por meio da anélise cromatogrifica dos destilados provenientes da
4® batelada do experimento de fermentagéo somente com leveduras e o da 1° ¢ 4°
bateladas da co-incubag#o.

O metanol foi determinado apenas qualitativamente e detectado nas
fracdes cabega de todas as bateladas analisadas.
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TABELA 5 Concentragiio de 4lcoois superiores nas fregdes cabeca, coragiio e
cauda de amostras de destilados provenientes de diferentes

tratamentos h
v
) -1
Alcoois Concentr:go na cacha% !mg.L ) =
Superiores  Fragdes i patelada  1*Batelada  4* Batelada
Cabega ,
2-butanol Coragiio nd® nd nd
Cauda b
Cabega 208,6 475,96 640,97
Propanol Coragio 323,69 278,07 393,67
Cauda nq* 195,12 183,97
Cabega 166,92 576,66 514,97
Isobutanol Coracio 173,73 206,78 188,44
Cauda ngq 62,33 ng
Cabeca ,
Butanol Coragiio nd nd nd
Cauda
Alcool Cabega 28247,02 72562,02 81021,02
. flico Coragio 26145,52 24526,52 26652,52
Cauda 1245,02 7483;52 3191,02
Cabeca
Alcooirc:, Coragéio nd nd nd
Cauda
Cabega
Hexanol Coragio nd nd nd
Cauda

! A — Fermentagio com S. cerevisiae (CA116)
? B~ Co-incubagdio (S. cerevisiae - CA116 + L. lactis)

% nd — nio determinado
* nq - nfio quantificado
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4.4.5 Anilise sensorial da cachaca

A anilise sensorial foi realizada apés a anilise quimica da bebida para
verificar a sua aceitac#io junto ao piiblico. A avaliagfio da cachaga foi realizada
com 37 provadores niio treinados, por meio da escala hedénica de 9 pontos.

A Tabela 6 apresenta os valores médios das notas para os atributos
aparéncia, aroma, sabor e aspectos gerais. De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 6, pode-se verificar que nfio houve diferenga entre as
bebidas para todos os atributos avaliados (p > 0,05).

TABELA 6 Valores médios das notas para cada atributo de andlise sensorial

avaliado.
Atributos
Bebidas Aspectos
Aparéncia Aroma Sabor
gerais
CAllé 6,62 a 6,70a 6,59 a 6,68 a
CAl16 + L. lactis 6,49a 6,51a 6,24 a 641a

CA116 + outras bactérias 6,57 a 6,49 a 6,22 a 6,32a

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



ORRRTOR ] L R R 4

A Tabela 7 apresenta a porcentagem de aceite e recusa da bebida em
relagio As notas atribuidas na escala hedénica. A apprélrcia das bebidas foi
semelhante para todas as amostras, apresentando 75% de aceitagio. O melhor
aroma foi encontrado para a co-incubag#io com bactérias contaminantes (81,1%)
e o sabor mais agradével foi indicado para as cachagas provenientes de leveduras
e co-incubagio com bactérias contaminantes (75,7 %). Em relagéio aos aspectos
gerais, a bebida mais aceita foi a proveniente da fermentagio com a levedura
CAl16. A cachaga proveniente da co-incubagio de CA116 com L. lactis
apresentou porcentagem de aceite menor em relagio ao aroma e sabor que as
outras cachagas. A cachaga poderia ter apresentado melhores resultados na
analise sensorial se tivesse sido envelhecida em tonéis de carvalho.

TABELA 7 Porcentagem de aceite (6-9) e recusa (1-4) das bebidas conforme
andlise de escala hedonica de 9 pontos respondida por 37
provadores n#o treinados

Atributo Bebida (14) (8-9)
Aparéncia CAll6 108%  75,7%
CA116 + L. lactis 162%  75,7%

CA116 + outras bactérias 13,5%  81,1%

Aroma CAl16 108%  73,0%
CA116 + L. lactis 162%  67,6%
CAI116 + outras bactérias 108%  81,1%

Aspectos Gerais CAl16 54%  83,8%
CA116 + L. lactis 162%  73,0%

CA116 + outras bactérias 108%  75,7%

Sabor CAll6 81%  757%
CA116 + L. lactis 162%  67,6%

CA116 + outras bactérias 162%  75,7%
(1-4) Recusa (6-9) Aceitacio

65



e,

A aceitagdo das bebidas também foi constatada por meio da aplicagdo de

um teste ndo paramétrico, denominado faces de Chernoff, que utiliza um

reconhecimento visual, ndo numérico (Figura 20).

Bebida 1 Bebida 2 Bebida 3

FIGURA 20 Representagio da aceitagio das bebidas por meio das faces de
Chernoff, em que; largura da face = aparéncia; altura da face =
aspectos gerais; curvatura da boca = sabor; largura do nariz =
aroma. As bebidas 1, 2 ¢ 3 sdo cachagas provenientes da
fermentagdo com S. cerevisiae (CA116), S. cerevisiae (CAll6) +
L. lactis e S cerevisiae (CAl16) + outras bactérias,
respectivamente.
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5 CONCLUSOES

O meio caldo de cana 5°B, acrescido de 1% de extrato de levedura, foi
tdo eficiente para o crescimento da linhagem de S. cerévisiae (CAL116) quanto o
meio YEPG.

O melhor crescimento de L. Jactis foi constatado no meio caldo de cana
5°B, acrescido de 1% de extrato de levedura.

A bactéria L. lactis crescen em meios contendo sacarose e extrato de
levedura como fonte principal de nutrientes, porém, ndo cresceu quando as
fontes foram glicose e frutose. I‘

A co-incubago com L. Jactis n#io influenciou o crescimento da levedura
S. cerevisiae (CA116). ‘

As leveduras reprimiram o crescimento de L. lactis durante a co-
incubagfio, ocasionando morte celular. ;

As bactérias nfio competiram com as leveduras pelo consumo de
aglicares redutores. |

A presenga da populagiio bacteriana ndo contribuiiu para o abaixamento
do pH durante a co-incubagdo. I

A presenca de L. lactis durante a fermentagiio al‘?oélica ndo contribuiu e
nem interferiu na qualidade da cachaga.
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ANEXOS

ANEXO A Pégina

FIGURA 1A Ficha modelo para avaliagiio sensorial de aceitagiio de

cachaga em relagiio ao aroma, ao sabor e & aparéncia
da bebida .75

FIGURA 2A Ficha modelo para avaliagdio sensorial da aceitaciio
global da cachaga.............. . .76
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Nome:

Idade:_ anos
Sexoo:M( % F( )
Data: / /
N° da amostra:

Vocé vai provar 1 (uma) amostra de cachaga. Assinale, na escala abaixo, o
quanto vocé gostou ou desgostou do produto, em relagfio aos seguintes atributos:

APARENCIA AROMA SABOR
{ ) Gostei extremamente { ) Gostei extremamente ( ) Gostei extremamente
{ ) Gostel muito ( ) Gostel muito ‘ { ) Gostei muito

( ) Gostei moderadamente
( ) Gostei ligeiramente
{ ) Ndo gostei, nem desgostei
{ ) Desgostei ligeiramente
{ ) Desgostet moderadamente
( ) Desgostei muito
( ) Desgostel extremamente

{ ) Gostei moderadamente
( ) Gostei ligeiramente
( ) Nilo gostei, nem desgostei
{ ) Desgostei ligelramente
{ ) Desgostei moderadamente
( ) Desgostei muito
( ) Desgostei extremamente

() Gostel moderadamente

{ ) Gostei ligeiramente

{ ) Néo gostei, nem desgostei

'( ) Desgostel ligelramente

( ) Desgostei moderadamente
( ) Desgostei muito

{ ) Desgostel extremamente

Descreva o que vocé mais gostou e o que vocé menos gostou na amostra:

Mais gostei:

Menos gostei:

FIGURA 1 A Ficha modelo para avaliagiio sensorial de aceitagdo de cachaca em
relagiio ao aroma, ao sabor e & aparéncia da bebida.
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Nome:

Idade: anos.
Sexo:M( ), F( ).
Data: / /
N° da amostra:

Por favor, prove a amostra codificada de cachaca e indique, na escala abaixo, o
quanto vocé gostou ou desgostou da amostra.

(
(
(
(
(
(
(
(
(

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Néo gostei, nem desgostei
) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

Descreva o que vocé mais gostou e o que vocé menos gostou na amostra:

Mais gostei:

Menos gostei:

FIGURA 2 A Ficha modelo para avaliagio sensorial da aceitagio global de

cachaca.
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