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RESUMO

CAMPOS, Cissia Roberta. Uso de cepas selecionadas de Saccharomyces
cerevisiae na producgio de Cachaga. 2003. 105 p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*

A cachaca, bebida fermento-destilada, produzida a partir do caldo de cana-de-
agicar, vem expandindo seu mercado de consumo sendo encontrada nas grandes
adegas nacionais, como também no exterior. O processo de produgdo € natural e
espontineo e a fermentagdio é o ponto critico da producgo desta bebida, devido 4
presenca de microrganismos contaminantes que podem interferir no processo
prejudicando a qualidade. O emprego de cepas selecionadas de Saccharomyces
cerevisiae que persistemn ¢ dominam a fermentagio ¢ imprescindivel para que
esta qualidade seja de fato alcangada. Foram utilizadas trés cepas selecionadas
de Saccharomyces cerevisiae na produgdo de cachaga, sendo avaliadas quanto a
fermentagfio e destilagdio na quantificagio de componentes secundarios. A cepa
RL11 apresentou o menor periodo fermentativo, porém teve o menor rendimento
em destilado. As fermentag¢des realizadas com a cepa RL 11 apresentaram maior
nimero de microrganismos contaminantes. A S. cerevisiae CA116 foi capaz de
persistir e dominar a fermentag#o ¢ apresentou o maior rendimento em destilado.
Dentre os compostos analisados por cromatografia gasosa, apresentou o maior
teor alcoolico em etanol (43%), como também os maiores valores de alcool 1-
propanol , acetato de etila e amilico em fermentados e em destilado a maior
concentragio de l-propanol. A cepa FC9 dominou o periodo fermentativo,
porém devido ao periodo fermentativo extenso, torna-se invidvel para producgo
de Cachaca. De modo geral, apresentou os menores valores quantificados nos 10
compostos analisados por cromatografia gasosa. Dos isolados de leveduras de
todas as bateladas do experimento foi observado que morfotipos de coldnias
diferentes nfo necessariamente indicam que sejam c€lulas de cepas diferentes, o
que deve ser confirmado por técnica molecular.

Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan- UFLA (Orientadora), Eustiquio
Souza Dias- UFLA e Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA



ABSTRACT

CAMPOS, Cassia Roberta. Utilization of selected strains of Saccharomyces
cerevisiae for the production of Cachaca. 2003. 105 p. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncias dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Cachaga is a fermented distilled beverage produced from sugar cane juice, which
is expanding the national and international consumption. The production process
is nmatural and the fermentation step is the critical point to deal with due to
microbial contamination which may interfere with the quality of final product.
The utilization of selected strains of Saccharomyces cerevisiae which can persist
and dominate the fermentation process is necessary to reach the final quality
required for consumers. It was used three different Stearns of Saccharomyces
cerevisiae for the production of cachaga in relation to fermentation ability and
secondary products formed during fermentation and distillation. The strain RL11
showed the smaller period of fermentation, however had the lowest yield for the
final distilled beverage. The fermentations done with the strain RL 11 showed
great number of contaminant microorganisms. S. cerevisiae CA116 was able to
persist and dominate the fermentation despite the wild species and showed the
highest production yield Among the compound analyzed by gas
chromatography, the fermentations done with CA116 showed the highest
ethanol concentration (43% v/v). In those samples it was also presented the
highest values for 1-propanol , ethyl acetate e amyl. The strain FC9 dominate the
fermentation period, but due to longer period of time required to finish the
fermentation, it is not recommended for cachaga production. Generally the
compounds produced by FC9 were less than the ones produced by others strains.
It was also observed that the difference in colonies morfotypes not necessarily
indicate that they are from different strains which should be confirmed by
molecular technique.

Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Major Professor),
Eustiquio Souza Dias - UFLA and Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA



1 INTRODUCAO

A produgdo de cana-de-agiicar no Brasil teve inicio em meados do século
XV1, destinando-se principalmente a obtengdo de agiicar mascavo ¢ rapadura.
Neste periodo, apenas uma pequena parte desta produgdo era reservada a
manufatura de aguardente, a qual era consumida em grande escala nas zonas
rurais e, posteriormente, nas periferias das grandes cidades. Atualmente a
aguardente encontra-se presente em todos os segmentos da sociedade brasileira,
(Pataro et al., 2002),

A aguardente de cana ¢ manufaturada artesanalmente por milhares de
produtores de diferentes estados brasileiros. Minas Gerais destaca-se como um
dos grandes centros produtores de cachaca artesanal, cuja produgio encontra-se
em constante ascens3o. O numero de alambiques neste estado, nos ultimos 14
anos, teve um aumento de 1,5 mil para 8466 unidades, com uma estimativa de
produgdo anual de 120 milhGes de litros € um consumo de 170 milhGes de litros.
Estima-se que, anualmente, sdo produzidos 1,5 bilhGes de litros de aguardente
no Brasil, o que corresponde a um consumo de 30 garrafas por segundo ou 10
litros/habitante/ano (Sebrae, 2001).

A cachaga brasileira também tem buscado a melhoria da qualidade com
vistas a0 comércio interno e a exportagdo. Varios processos estdo envolvidos
para que esta qualidade seja atingida, entre os quais se relacionam o cultivo da
cana, o alambique ¢ o tipo de fermentagdo. A este ultimo relacionam-se outros
fatores de grande importdncia, como composicio do mosto, o processo
fermentativo envolvido (batelada simples; alimentada, etc) e a condugio do
mesmo e a recuperagdo do produto (destilag3o para obtengdo da aguardente). No
processo fermentativo, a levedura utilizada é a principal responsavel pela
qualidade do produto final (Cleto, 1995). Este microrganismo pode ter pelo



menos duas origens distintas: selvagem (presente na microbiota da
cana/alambique) ou introduzida (selecionada de fermentacdes anteriores ou de
in6culo comercial). Através de trabalhos realizados na selecdo e identificagdo de
microrganismos biotecnologicamente voltados para a producdo de cachaga,
isolados que predominaram numa fermentagio podem ser, entdo, repassados a
outros produtores que buscam um inéculo que lhes traga resultados eficazes, ¢
que responda aos interesses almejados pelos produtores da mesma, como boa
adaptagio ao mosto com teores elevados de alcool e agicar; dominar a
fermentacdo; ndo produzir espuma excessiva; boa rentabilidade em etanol e
fermentar completamente os agucares (Schwan et al., 2001).

A selegdo de microrganismos vem sendo utilizada com o objetivo de
intensificar a produgdo de determinado produto, enfatizando as caracteristicas
desejaveis do mesmo, para uma possivel definicio de um inéculo voltado para
produgdo de cachaga.

O uso de cepas selecionadas de Saccharomyces cerervisiae na produgio
de cachaga tem como objetivo acelerar a etapa de multiplicagio celular bem
como elevar e garantir a qualidade da bebida. Este estudo teve como objetivo
avaliar, dentre trés cepas de leveduras, a que melhor se adapatou na produgio
desta bebida, destacando a persisténcia ¢ dominincia da cepa inoculada na
presenga de microrganimos contaminantes. Foi também avaliada a proporgio de
compostos obtidos da destilagdo do vinho, metabolizado por cada cepa.



2 REFERENCIAL TEORICO

Bebidas alcoolicas

Nio se sabe ao certo quando teve inicio o processo de fabricacdo de
bebidas alcoolicas. Quanto ao alcool, dados relatam que os arabes foram os seus
descobridores, uma vez que foram autores de descrigbes mais precisas em
meados do século X, supondo que eles criaram os termos -alcool e alambique.
Desde os antigos egipcios, caldeus, gregos e chineses, antes da era Cristd, a
destilagfio ja era realizada. As primeiras mengdes sobre alcool na Europa datam
do século XII (Pataro et al., 2002).

A produgiio de aguardente deve ter comegado em vinicolas nas regides
produtoras de bebidas fermentadas a partir de produtos amilaceos.
Aparentemente sua origem remonta ao século VI, quando Marcus Grecus teria
destilado vinho tinto e condensado os vapores num elmo, denominado
"alembikos". O nome dado ao produto fermentado era "agua-da-vida", acquavite
em italiano, eau-de-vie em francés e uisgebeatha em gaélico. Posteriormente os
alquimistas levaram a formula para a Franga. Ao mesmo tempo, por forga da
expansio romana, os arabes, habitantes da Peninsula Sul da Asia, apossaram-se
da formula. Foram eles que descobriram os equipamentos para a destilagdo,
semelhantes aos que conhecemos hoje. Eles ndo usavam a palavra alkuhul, e sim
al raga, originando a palavra arak, uma aguardente misturada com licores de
anis. Dai espathou para toda a Europa € Asia. Da Franga foi para a Itilia. O
destilado de uva ficou conhecido como grappa. Depois entrou em terras
germinicas, onde a partir da cereja se destilava o kirsh. Subiu para a Escocia,
onde se tornou popular o uisque, destilado da cevada sacrificada. Do Oriente
Médio para o Extremo Oriente a aguardente servia para esquentar o frio das

populagdes onde nio se fabricava o vinho. Na Riissia, a vodka de centeio; na



China e no Japdo, a formula de destilagio beneficia o arroz, surgindo o saké. O
processo de fabricagdo foi também para Portugal, que utiliza para destilacdo seu
produto nobre: a uva. Nasce ai a bagaceira (Pataro et al., 2002). Em sua sede de
exploragio ¢ na tentativa de tomar posse das terras recém-descobertas, traz ao
Brasil a cana-de-agucar, originiria da Asia Meridional. Assim, surgiram os
nucleos de povoamento e agricultura.

Na América do Sul os indios brasileiros ja utilizavam bebidas alcoolicas
antes da chegada dos portugueses. Sabe-se que os amerindios desconheciam o
processo de destilagio e que as bebidas por eles usadas eram produzidas a partir
da fermentacio de mostos de caju, mandioca, banana-da-terra, milho, ananas,
batata, jenipapo ¢ mel de abelha. De acordo com certos cronistas portugueses e
alemies dos séculos XVI e XVII, o preparo destas bebidas nio diferia muito de
uma tribo para outra, sendo comum a utilizagio de uma técnica conhecida como
‘cauinagem’. Tal processo ¢ utilizado na ativagdo ou iniciagio do processo de
fermentagdo, consistindo, basicamente, na mastigagio prévia dos frutos ou raizes
usados como matéria prima (Cascudo, 1983; Ihde, 1984).

Com a introducdo da cana-de-agicar no Brasil por Martin Afonso de
Sousa, em 1522, juntamente com a constru¢gio dos primeiros engenhos na
década de trinta desse mesmo século, tornou-se possivel a obtengdo, a partir da
borra do caldo de cana (garapa), uma bebida que foi inicialmente destinada aos
escravos. Com o aperfeicoamento das técnicas de destilagio, ocomreu a
vulgarizacdo da Cachaca e outras bebidas destiladas na Europa (Carvalho &
Silva, 1988).

De acordo com a legislagdo brasileira, a bebida alcodlica ¢ definida
como um produto refrescante, aperitivo ou estimulante destinado a ingestdo
humana no estado liquido, sem finalidade medicamentosa, exigindo que o
produto destilo-retificado obtido de mosto fermentado seja o alcool etilico
(Aquarone, 2001).



As bebidas alcoolicas sdo classificadas em dois grupos: fermentadas e
destiladas, sendo que nas ultimas o mosto apés a fermentagdo sofre algum
processo de destilagio.

As bebidas fermentadas sio preparadas por fermentagdo e operagdes
posteriores de clarificagio ¢ acabamento; entre clas encontram-se o vinho,
obtido de uvas e outras frutas, os fermentados obtidos de grios e de outras partes
vegetais, fermentados de seiva ¢ fermentados de mel.

Em bebidas alcodlicas o alcool em maior concentra¢do é o etilico ou
etanol, um liquido incolor, limpido, de cheiro caustico e ardente, miscivel em
agua, peso especifico 0,7932 a 15 °C, massa especifica 0,7830 g/L a 20 C,
temperatura de ebuligio 78,35 °C, temperatura de solidificagdo -135 °C,
inflamavel, bactericida, solvente de diversos compostos orginicos € inorganicos
(Bourgeais, 1995).

Bebidas alcoolicas possuem caracteristicas proprias de aroma e sabor
conferidas pela presenca de diversos constituintes do processo fermentativo.
Além do etanol, muitos compostos orginicos, como alcoois superiores, acidos
organicos e ésteres podem estar presentes. Do ponto de vista microbiolégico, 2
variagio qualitativa e quantitativa destes produtos ¢ devida a estirpe de levedura
utilizada (Mendonga, 1999). De acordo com Demain (2000), todas as bebidas
alcodlicas sdo produzidas por fermentagio, sendo que algumas podem sofrer
destilagiio apds o processo fermentativo.

Bebida destilada: Cachaca

O aparecimento das bebidas destiladas estd relacionado com o
surgimento dos alambiques, cujo principio era separar as substincias volateis
entre as fases liquida e vapor de um produto quente, no qual permite recolher o

alcool e os compostos aromaticos dos produtos vegetais fermentados.



A destilagio pode acentuar intermediarios indesejaveis na obtengio da
bebida. Este incoveniente pode ser evitado através de um controle rigido de
varidveis como pH, ‘Brix, temperatura e higiene, durante toda a fabricagdo,
somando-se a isto uma matéria-prima de boa qualidade.

A histéria da cachaga se confunde com a propria histéria do Brasil.
Antigamente era considerada ‘Aguardente’ a bebida alcodlica fermentada a
partir do caldo de cana, ¢ ‘cachaca’ a bebida produzida a partir do melago de
cana. Hoje, a bebida produzida tanto a partir do melago quanto do caldo
proveniente de cana-de-agicar de modo artesanal ¢ denominada de cachaga e
aguardente, chamada a bebida alcodlica derivada do caldo de cana através de
produgdo industrial (Cardoso, 2001). Atualmente, existemm em Minas Gerais
8466 produtores, caracterizados por uma produgio essencialmente artesanal. Em
varias regides as praticas tradicionais de fermentagdo,provenientes dos séculos
XVIII e XIX, ainda sdo utlizadas.

Matéria-prima
A cana-de-agicar ¢ uma planta pertencente a classe das

Monocotiledoneas, familia Poaceae (Gramineas), do género Saccharum. Tem a
caracteristica de adaptar-se perfeitamente a climas tropicais e subtropicais
(Andrade, 2001)

O Brasii tem uma area plantada com cana-de-agicar de
aproximadamente 4,3 milhdes de ha, sendo o maior produtor mundial de cana
(cerca de 275 milhdes de t/ano, 30% da produgdo mundial). O Estado de Sdo
Paulo ¢ o principal produtor (135 milhGes de t/ano, aproximadamente 50% da
producdo nacional), enquanto que Minas Gerais € o quarto maior produtor (cerca
de 18 milhGes de t/ano, 7% da produgido nacional) (Andrade, 2001).

A cana durante seu ciclo vegetativo atravessa normalmente dois periodos
distintos com relagdo a formagdo de sacarose. O periodo inicial é marcado pelo



crescimento vegetativo intenso, acompanhado por uma gradual formacdo de
sacarose nos internodios adultos. E no periodo seguinte, ocorre uma
predominante formagdo de sacarose, ocasionado pela escassez dos principais
fatores responsaveis pelo desenvolvimento vegetativo que sdo a umidade ¢ o
calor (Andrade, 2001).

De maneira geral, a composigdo quimica da cana ¢ resultante da
interagio de varios fatores, divergindo dentro de uma mesma regido, as
condi¢des climaticas, as propriedades fisicas, quimicas ¢ microbiologicas do
solo, com o tipo de cultivo empregado, com a variedade ¢ a idade da cana,
irrigagio, intensidade de desponte, estagio de maturagdo, condigSes e tempo de
armazenamento. Da composi¢io da cana-de-agicar, 99% sio devidos aos
elementos hidrogénio, oxigénio e carbono. Sua distribui¢do no colmo, em média,
é de 74,5% de agua, 25% de matéria orginica ¢ 0,5% em matéria mineral.

Inéculo
A cachaca ¢ obtida a partir de uma fermentagdo natural de caldo de

cana-de-agicar recém cortada e moida. A inoculagio de microrganismos
selvagens ¢ oriunda dos materiais ¢ substratos utilizados para o preparo do
inculo ou pé-de-cuba. Este inéculo selvagem geralmente ¢ obtido através do
caldo de cana nio diluido acrescido de arroz, farinha de milho, biscoito de sal ¢
suco de limio ou laranja azeda. Este processo propicia condi¢des para que
leveduras selvagens se multipliquem garantindo a dominincia na fermentagio
(Schwan et al., 2001). Durante aproximadamente 7 dias ¢ acrescentado caldo de
cana até que o mesmo atinja 20% do volume da doma principal, onde serd
inoculado e adicionado caldo de cana até completar o seu volume total. O
inéculo inicial consiste de uma populagdo mista de leveduras em torno de 3,6 x
10° UFC/mL, e de 3,6x 10° UFC/mL de bactérias (Schwan et al., 2001).



A populagio microbiana desenvolvida no fermento selvagem ¢
geralmente dominada pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Qutras espeécies
de leveduras também j4 foram encontradas em baixas concentragdes. Em fungio
da variagio na microbiota, a cachaga produzida pode apresentar alteragdes na
qualidade ao longo da safra e entre safras diferentes. Desta maneira a utilizacio
de linhagens selecionadas de Saccharomyces cerevisiae, isoladas da fermentacso
da cachaca pa preparagio do fermento iniciador, torna possivel o processo
fermentativo, evitando problemas com contaminag3es (Pataro et al., 2002).

Atualmente obtém-se, em laboratério, leveduras selecionadas que tém
demonstrado uma boa eficiéncia, as quais s3o acrescentadas em caldo diluido e,
em tomo de trés dias, o produtor tera o volume correspondente a doma principal,
para posterior fermentagio. Sendo um fermento definido, a contaminagio por
bactérias e/ou outras leveduras competidoras de substrato ¢ menos propicia. As
leveduras para este tipo de inoculago sdo obtidas de isolamentos de cepas que
apresentaram sucesso em fermentagGes anteriores, as quais sio colecionadas em
laboratério (Pataro et al., 2002),

Fermentacao
A fermentagio é um processo espontineo, obtido através da

contaminagdo de microrganismos em substratos. Foi considerada um processo
metabélico exclusivo de microrganismos, ocorrendo na auséncia de oxigénio.
Atualmente ¢ considerada um processo no qual a fosforilagdo ocorre em
presenca de substrato (Caldwell, 1995).

Nas destilarias de cachaga, a produgio da bebida inicia-se com a
obtengdo do caldo de cana através da prensagem da cana nas moendas. Este
caldo ¢ filtrado e clarificado por decantagiio, a qual retira parte das impurezas
em suspensgo. O caldo obtido pela moagem de cana-de-agiicar é constituido de
agua entre 78 ¢ 86%, sacarose entre 11 ¢ 18%, aglcares redutores entre 0,2
1,0%, cinzas entre 0,3 ¢ 0,5% e compostos nitrogenados entre 0,5 ¢ 1,0%



(Aquarone, 2001). O caldo de cana-de-agicar a ser fermentado apresenta
normalmente valores de pH entre 5,2 ¢ 5,8. A fermentaggo ideal ocorre com o
caldo de cana numa concentragio de agucar entre 14 ¢ 16 ‘Brix.

De acordo com Caldwell (1995), na area da biotecnologia o principal
aspecto da fermentagdo sdo quais os produtos que poderdo ser obtidos a partir da
mesma. O processo de fermentagio ocorre gragas a acgdo de enzimas
provenientes de certos microrganismos, tais como as leveduras, que
transformam os agucares, susceptiveis 2 fermentagio, presentes no mosto, em
ctanol, metanol, gas carbdnico, glicerina, acido succinico e outros produtos
formados em quantidades menos relevantes, tais como acidos carboxilicos,
ésteres, aldeidos e hidrocarbonetos superiores (Aquarone et al., 1983; Piggott et
al., 1989).

Varios sdo os produtos derivados de fermentagdes, que diferem de
acordo com os microrganismos, substratos e das enzimas que estio presentes e
ativas. A Tabela 1 relaciona os microrganismos com seus respectivos produtos
finais da fermentagdo.

TABELA 1 Produtos finais de varias fermentagdes microbianas.

Micorganismos Produtos finais da fermentacéo

Strepiococcus, Laciobacillus  Acido latico

Saccharomyces Etanol e CO,

Propionibacterium Acido propiénico, 4cido acético, CO, e H,0

Clostridium Acido butirico, butanol, acetona, dlcool isopropilico € CO,

Escherichia, Salmonelia Etanol, 4cido latico, acido succinico, acido acético, CO, e H,O

Enterobacter II:ZItacl)lol, écido latico, &cido formico, butanodiol, acetoina, CO; e
2

Fonte: Tortora (2000).



A grande maioria dos organismos fermentadores tem em comum o fato
de metabolizar a fonte de carbono até o piruvato, e deste sintetizar outros
compostos orgédnicos retentores de energia, como o acido latico (fermentagio
latica), acido acético (fermentagio acética), etanol (fermentagdo alcodlica),
acido propidnico ¢ outros (Lehninger et al., 2000).

A fermentagdo do caldo de cana é completada em aproximadamente 24
horas, quando as leveduras decantam no fundo da dorna, e depois de retirada do
sobrenadante, serdo recicladas com adi¢do de novo caldo, diluido em torno de 16
°Brix a uma temperatura de 30 'C. A diluigdo do caldo de cana é realizada, uma
vez que o alto teor de ‘Brix ¢ limitante para a célula, que convertendo muito
agucar em etanol, logo no inicio da fermentagio sofrerd estresse pela grande
quantidade final do mesmo; devendo ser controlado de tal forma que caia
1°Brix’h ¢ no final da fermentagio esteja zerado, demonstrando boa
fermentagdo, (Schwan et al, 2001).

Os trés principais sistemas industriais utilizados atualmente sio: a
batelada simples (sistema descontinuo), a batelada alimentada (sistema
semicontinuo) ¢ o sistema continuo (Borzani, 1975; Doin, 1975; Cruger, 1993).
Outros dois processos foram desenvolvidos por Andrieta & Stupiello (1990),
para a produgdo de alcool combustivel, o continuo em multiplo estagio ¢ a
batelada continua.

O sistema de fermentagdo mais utilizado por produtores de cachaga
artesanal ¢ o de batelada simples com reciclagem do indculo. Este método
consiste na inoculagio de uma doma com o pé-de-cuba. Quando na
multiplicagdo celular esta doma é completada em seu volume final, passa-se a
metade do conteiido para uma doma vazia (corte de dorna) e, em seguida,
completa-se o volume das duas dornas com o caldo a ser fermentado (Pataro et
al., 2002). Esta fermentagdo consiste de trés fases: fermentagdo inicial ou pré-
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fermentacgdo: fermentagdo principal ou tumultuosa; fermentacdo final. lenta ou
pos-fermentagdo.

Na fermentacdo inicial, o mosto definitivo apresenta uma quantidade de
O- necessario para a multiplicagdo inicial das leveduras caracterizando esta fase.
na qual sc observa somente o crescimento da colonia de levedura. A
fermentagdo principal ¢ iniciada quando o O, do mosto termina, caracterizando-
se pela paralisagdo da produgio das leveduras que passam a elaborar a enzima,
que ataca os agucares transformando-os em alcool e gas carbonico. Com o
desprendimento de gas carbonico havera a formag¢do de bolhas no mosto.
Observa-se, ainda um aroma caracteristico, semelhante ao de macds maduras,
um aumento acentuado da temperatura ¢ havera normalmente uma queda do
’Brix ¢ um aumento do grau alcdolico do mosto. Ja na fermentagio final as
bolhas comegam a diminuir, a temperatura cai vagarosamente, porém ainda ha
um pequeno desprendimento de gas carbonico. Esta fase final termina quando
ocorre uma paralisacdo total do desprendimento de gas carbonico, o
desaparecimento das bolhas e a volta da temperatura ambiente (Lima et al,
1983).

Da mesma maneira pH e temperatura do mosto em fermentagdo deve ser
controlado para ndo permitir desenvolvimento de  microrganismos
contaminantes. De acordo com Schwan et al. (2001), em valores de pH
proximos a 4 ¢ temperatura acima de 32°C, as contaminagdes podem ocorrer.

Alguns estudos cromatograficos mostraram a auséncia de sacarose nas
domas de fermentagdo, visto que em fun¢do do aumento da temperatura do
mosto. esse agucar sofre hidrolise espontanea em glicose e frutose, assim com
grande quantidade de invertase na base da dorna de fermentagdo a enzima
hidrolisa o substrato fresco conforme ele chega lentamente (Schwan et al.,
2001). A glicose ¢ rapidamente convertida em etanol devido a sua facil

permeabilidade na membrana celular, enquanto que a frutose permanece por um
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periodo de tempo maior, devido ao fato de que ha grande quantidade de etanol
no meio, pois toda a glicose ja foi convertida, o que dificulta a absorgio desse
agucar (Ledo et al., 1982, 1985). Entretanto, de acordo com Iglesias et al. (1991),
ha algumas evidéncias de que o transporte da frutose ndo é severamente afetado
pelo etanol.

Destilacio
Apos a fermentacio, o mosto fermentado ¢ enviado ao alambique e sera

aquecido, emitindo vapores com composigio quimica mais rica em componentes
volateis do que a fragdo liquida remanescente, obtendo, desta maneira, uma
cachaca de 38 a 48% de teor alcodlico, medida que expressa a concentragio de
alcool em bebidas destiladas, a partir do vinho cuja concentracdo em alcool é
apenasde 7 a 8.

No alambique, por ebuligio, serdo separados os compostos resultantes da
fermentacio, de acordo com ponto de ebuligiio caracteristico de cada substincia.
Sabe-se que nas primeiras porgbes da destilagio, chamada de cabeca, os
produtos sdo mais volateis que o alcool ¢ saem na primeira destilagdo, na qual a
maior concentragdo é de metanol, constituindo metabélitos indesejaveis; o alcool
etilico, que apresenta ponto de ebuligdo de 78,5°C, constitui a segunda porgiio da
destilagio, também chamada de coragdo, o qual resulta na cacha¢a com teor
alcodlico entre 38 ¢ 48°. Os produtos menos volateis que o alcool etilico sdo
obtidos na ultima porgdo de destilagdo, chamada de cauda, composta de acidos
volateis e alcoois superiores, os quais devem permanecer no vinhoto, ou serem
transferidos em porgdes discretas e suficientes ao coragdo para a caracterizagio
da bebida.

Os agiicares residuais ¢ os compostos sulfurados podem sofrer
transformagdes quimicas durante o aquecimento do vinho, no alambique,
afetando a qualidade da bebida. A presenga de aciicares residuais ou bagacilho,
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no vinho podera formar compostos indesejaveis, catalisados pelo aumento da
temperatura ¢ pelo pH acido do vinho, desidratando os agicares e hidrolisando
celulose, hemicelulose e pectina, como também outros polissacarideos do
bagacilho, seguido da desidratagiio dos mondmeros de hexoses e pentoses,
originando hidroximetilfurfural e furfural, respectivamente (Maia, 1994).

Os compostos sulfurados encontrados nos vinhos s3o provenientes da
degradagdo de aminodcidos como metionina, cisteina, cistina € outros
compostos; 0s que contém enxofre na forma de sulfato ou pontes de dissulfetos,
representam a maior propor¢io € sio geralmente ndo-volateis; enquanto uma
pequena fragio corresponde ao gas sulfidrico € mercaptanas. Durante a
destilagio o gas sulfidrico ¢ eliminado. A presenca de cobre no alambique ¢
considerado favoravel, uma vez que o ion catalisa a oxidagdo das mercaptanas
(liquidos volateis que, presentes mesmo em niveis de partes por bilhdo conferem
aroma desagradavel a cachaga) convertendo-os em sulfetos e dissulfetos e
minimizando sua ocorréncia na bebida destilada.

Em bebidas destiladas os componentes organicos retentores de energia
consistem principalmente de etanol; entretanto, ha a formagdo de outras
substincias, denominadas compostos secundarios, os quais, que devido a sua
volatilizag@o, sdo destilados juntamente com o etanol, conferindo nas diferentes
aguardentes suas carateristicas peculiares, definido como o “flavor” da bebida.
A natureza e a propor¢do desses compostos secunddrios sio definidos pela
caracteristica da matéria—prima da fermentagdo, na qual a cepa de levedura
exercera grande influéncia na destilagdo € no envelhecimento (Cleto, 1997).

Produtos oriundos da fermentacio e destilacio
A fermentagio ocorre, quando sob condi¢des anaerdbicas, as leveduras

cessam sua multiplicagdo e revertem seu metabolismo para a formagio de

compostos orgdnicos passiveis de armazenamento de energia. A indugdo da
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formacdo de alguns destes compostos ¢ a base da biotecnologia para a obtengio
de produtos de interesse industrial. No caso de bebidas alcoolicas, nfio s6 o
etanol, mas substincias como glicerol, ésteres, alcoois, entre outros, sio
responsaveis pela formagio do aroma que caracterizam o produto final
(Lehtonen & Suomalainen, 1977; Watson, 1993; Lurton et al,, 1995).

A cachaga apresenta em sua composicio substincias inorganicas como
metais ¢ outros, e substincias orginicas como componentes primarios ¢
secundrios resuitantes da atividade de microrganismos. O etanol é um dos
principais metaboélitos primarios formado durante o processo; este composto ¢
formado a partir da classica via de Embden-Meyerhof-Pamas, ou via glicolitica,
sob condigSes de anaerobiose. A partir de monossacarideos (glicose, frutose,
manose), basicamente, as células produzem piruvato sob a agio de varias
enzimas em varias reagdes (Rose, 1977; Berry & Brown, 1987).

Os componentes da cachaga classificados como secundarios constituem
um grupo de produtos hidrocarbonetos carbonilados superiores, isto ¢, com trés
ou mais atomos de carbono. Esses compostos, especialmente os ésteres e
aldeidos, s3o responsaveis pelo aroma e sabor dos destilados em geral (Valsechi,
1960; Aquarone et al., 1983). Para que a bebida apresente um agradavel e
caracteristico “bouquet”, a fermentagio deve ser direcionada de modo a formar
uma propor¢ao harménica de produtos secundarios.

Os principais componentes secundarios formados durante a fermentagio
alcodlica sdo os aldeidos, alcoois ¢ ésteres. Em menores proporgdes formam-se
também cetonas, compostos fenélicos, ésteres, aminas, mercaptanas., Qutros
compostos presentes na fermentagdo contém mais de um grupo funcional
correspondentes a diferentes classes, como no caso de glicerol, 2,3-butanodiol,
acetoina, acido pinavico, acido citrico, acido succinico, etc (Maia, 1994).

Furtado (1995) identificou 10 componentes em cachaga recém-destilada
por cromatografia gasosa, ¢ encontrou os seguintes compostos:acetaldeido,
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acetato de etila, metanol, etanol, n-propanol, 2-butanol, isobutanol, n-butanol,
alcool isoamilico € acido acético. Boza & Horii (1998), também identificaram,
em amostras de aguardente industrial por cromatografia gasosa, aldeido acético,
acetona, acetato de etila, n-propanol, metanol, dentre outros.

Nonato (1999) identificou 38 compostos através da micro extragdo em
fase solida em uma das amostras de Cachaga produzida por fermentagdo
espontinea, analisando a bebida envelhecida. Gomes (2002), utilizando a mesma
técnica porém com cachacas recém-destiladas ¢ ndo submetidas ao
envelhecimento, identificou entre 13-14 compostos.

Cachagas classificadas por suas caracteristicas organolépticos, como de
boa qualidade, apresentam somente os alcoois n-propamnol, isobutanol e
isoamilico, Almeida & Barreto (1972). Faria (1996) descreveu que entre os
compostos quantificados, apenas o propanol apresentou correlagio
estatisticamente significativa com os atributos de sabor e de impressdo global.
Boza & Horii (1998) verificaram que a qualidade sensorial era diretamente
proporcional a concentra¢do de alcoois superiores € inversamente proporcional
aos teores de n-propanol ¢ de acidez. Oliveira (2001) verificou que a adi¢do de
fuba de milho no processo fermentativo, além de reduzir a concentragdo do n-
propanol, diminui também a acidez total da cachaca.

A legislagdo brasileira atual diz que as quantidades de impurezas totais,
excluindo-se o etanol, em aguardentes de cana-de-acicar devem estar dentro dos
limites de 200 mg a 650 mg de impureza para cada 100 mL de alcool anidro. O
teor de glicerol na bebida pode chegar a 10% da concentragdo de etanol, ¢ os
demais compostos secundarios estio geralmente inferiores a 0,1% dessa
concentragdo. A soma dos componentes volateis (aldeidos, acidos, ésteres,
furfural e alcoois superiores) nio pode ser inferior a 200mg/160mL de alcool
anidro (Cardoso, 2001).
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Os métodos analiticos usvais ndo identificam separadamente cada
substincia, mas o peso total do conjunto de substincias pertencentes a
determinada classe funcional; desta maneira todos os aldeidos presentes sio
dosados pelo teor equivalente em acetaldeido, acidos em acido acético e os
ésteres presentes em acetato de etila. Porém os alcoois tém dosagens especificas,
analisando separadamente metanol ¢ alcoois superiores cujo teor equivalente ¢
expresso em alcool isoamilico, analisando, também separadamente, entre os
aldeidos, o conteiudo de furfural (Suomalainen, 1979).

I3

Alcoois superiores

Os alcoois com mais de dois atomos de carbono formados durante o
processo oxidativo sdo vulgarmente conhecidos como oleo fusel. Sdo
provenientes, geralmente, de reagdes de degradagio de aminoacidos que
ocorrem durante o processo de fermentagdo, ou pelas vias de degradagio do
proprio agucar, dentro das leveduras.

A formagio dos alcoois superiores também pode ser influenciada por
varidveis, tais como: concentragdo de aminoacidos ¢ pH do meio reacional,
geralmente abaixo de 4,0, chegam a aumentar a produgdo de alcoois superiores
em até 80%; temperatura muito alta de fermentagdo pode aumentar a produgiio
de dleo fisel em até 40%; como também o nivel de inoculagio e intervalo de
tempo entre a fermentagdo e a destilagdo (Crowell et al., 1961; Ayrapaa, 1970;
Engan, 1970). Um outro fator que contribui com o aumento desses alcoois se
refere ao armazenamento de cana para posteriormente ser moida, como também
a utilizagdo da ponta da cana que ¢ rica em aminoacidos, os quais aumentam a
produgdo de alcoois superiores.

Alcoois superiores contendo trés a cinco atomos de carbono, apresentam
odores caracteristicos, freqiientemente, encontrados em bebidas destiladas,
como: butanol, glicerol, isopropanol, 3-metil-propanol, 2,3-butanodiol, alcool
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amilico, alcool isoamilico. Os alcoois amilico, propilico € respectivos isdmeros
originam o odor da bebida, possuindo aromas caracteristicos.

Os alcoois com mais de cinco atomos de carbono geralmente apresentam
um aspecto oleoso, alguns deles com odores similares aos encontrados nas
flores. O isopropanol ndo é produzido por leveduras do tipo Saccharomyces
cerevisiae, podendo ocorrer no mosto como produto da agdo de bactérias
contaminantes, tal como o Clostridium (Novaes et al., 1974; Borzani et al., 1975
e Piggott et al., 1989).

O metanol é um alcool indesejavel em bebidas alcodlicas. Sua ingestéo,
mesmo em quantidades reduzidas, em longos periodos de consumo, pode
ocasionar cegueira ou mesmo a morte. Durante o processo de producdo de
cachaga o metanol pode ser formado pela degradagio da pectina ou pela
atividade microbiana (Cardoso, 1998).

Glicerol

O glicerol ¢ um polidlcool formado na via glicolitica, pela grande
maioria dos microrganismos fermentadores. De maneira geral, a molécula de
glicerol resulta da redugdo e desfoforilagdo da diidroxicetona-fosfato, originada
da cisiio da molécula de frutose 1,6-bifosfato pela enzima aldolase (Rose, 1978,
Vogt et al., 1984; Berry & Brown, 1987; Lehninger et al., 2000).

Um dos aspectos interessantes da producdio de glicerol € que ele esta
envolvido com a regulagdo da produ¢do de etanol. Em condigGes normais de
crescimento, a maioria da glicose assimilada por Saccharomyces cerevisiae ¢
convertida em etanol. Nesse processo, 0 NAD™ é primeiramente reduzido a
NADH, que sera reoxidado durante a redugfio do acetaldeido para formagdo de
etanol. Uma pequena por¢io de NADH ¢ desviada e usada na reducdo da
diidroxicetona-fosfato a glicerol-fosfato, o qual é desfosforilado e gera glicerol.
Por um mecanismo de retroalimenta¢do, devido ao excesso de etanol, pode
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haver um desvio de rota e 0 NADH formado sera utilizado para formacdo de
glicerol, ao invés de etanol (Spencer & Spencer, 1978; Berry & Brown, 1987;
Mpyers et al., 1997; Flikweert et al., 1997; Remize et al., 1999).

Uma caracteristica importante do glicerol é sua capacidade de agir como
um metabolito osmoregulador no meio fermentativo, pois, em meio com baixa
atividade de 4gua, a sua producio sofre um aumento determinado pela presenca
de sais e agiicares. Essa propriedade aumenta a capacidade da levedura de
resistir as taxas mais elevadas de solutos (Jovall et al., 1990; Tokuoka, 1993).

Aldeidos

Os aldeidos sdo compostos muito volateis, de odor penetrante, que
afetam o aroma das bebidas alcodlicas, sio intermediarios da formacdo dos
alcoois formados pela descarboxilagio de oxiacidos, ou entio, pela oxidag¢do
destes alcoois.

Os aldeidos de até oito atomos de carbono tém aromas penetrantes,
geralmente enjoativos € sdo considerados indesejaveis em bebidas destiladas;
porém os aldeidos com mais de dez atomos de carbono apresentam aroma
agradavel (Maia, 1994). Durante a destilagdo, uma grande parte dos aldeidos
presentes no vinho é separado como composto integrante da porgdo cabeca.

O principal aldeido associado 4 fermentag3o alcodlica é o acetaldeido.
Em fermentagGes, normalmente, esse composto é resultado da agio de leveduras
durante estigios preliminares desse processo, aparecendo durante as primeiras
horas, mas tende a diminuir, podendo praticamente desaparecer no estagio final
da fermentacdo, quando a aera¢io do mosto nas ultimas horas de fermentagio ¢
minimizada (Cleto, 1997) ocorrendo a oxidagio a acido acético (Cardoso, 2001).

Os demais aldeidos sdo obtidos, provavelmente, a partir da oxidagio de
alcoois superiores provenientes da degradagio de aminodcidos gerados pela
hidrélise de proteinas. Embora alguns deles possam ter aroma agradavel, nio é

18



conveniente favorecer tal degradagdo, pois ela é geralmente acompanhada de
reagdes que propiciam a formagio de mercaptanas pela degradacdo dos
aminoacidos cistina e cisteina, possuindo aroma extremamente desagradavel
(Cleto, 1997).

O furfural ¢ o hidroximetilfurfural nio sdo formados durante a
fermentagdo, esses aldeidos podem estar presentes no caldo de cana quando a
colheita é precedida da queima da folhagem, o que acarreta a desidratagdo
parcial de pequena fragfio dos aglicares presentes na cana-de-agucar. Quando
nesse processo estdo envolvidas as pentoses (presentes na hemicelulose oriunda
do bagaco de cana) sua desidratagio parcial leva a produgdo do 2-furfuraldeido
ou furfural; se a desidratacio ocorre sobre moléculas de hexoses, tais como a
glicose, que estdio presentes na forma livre ou ligada no caldo de cana, forma o
composto 5-hidroximetil-2-2furfuraldeido ou hidroximetilfurfural (Cleto, 1997).

Esteres

Os ésteres, geralmente, sdo formados através de reagdes de esterificacdo
entre os alcoois e acidos carboxilicos, formados durante o processo oxidativo. O
acetato de etila € o principal éster encontrado na cachaga, formado quando uma
pequena parte do etanol reage intracelularmente com o acido acético; da mesma
maneira, outros alcoois produzidos intracelularmente reagem, em parte, com 0
acido acético, formando outros ésteres (Maia, 1994).

O acetato de etila corresponde a cerca de 89% do conteido total de
ésteres de Cachaca, e é responsavel, quando presente em pequenas porgbes na
bebida, pela incorporagio de um aroma agradavel de frutas, desejavel em
bebidas destiladas. Entretanto, em grandes quantidades esse composto confere a
Cachaga um sabor enjoativo ¢ indesejado (Cardoso, 1998).

De acordo com Maia (1994), o aroma de ésteres € mais acentuado

quando o alcool que os compde é de baixo peso molecular. Além disso, cada
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éster tem seu aroma peculiar. Os acetatos de etila e de butila apresentam aroma
frutado, acetato de isoamila ¢ o butirato de amila tém aroma de banana, -
enquanto que os acetatos de dlcoois maiores tém aroma citrico, s6 que menos
pungente do que os ésteres de alcoois menores.

Reagdes de esterificagio também podem ocorrer durante o
envelhecimento da bebida, porém em uma velocidade bem menor, requerendo
de varios meses a anos, para equiparar-s¢ ao teor produzido intracelularmente
(Maia, 1994).

Acidos

Os acidos formico, acético ¢ latico, oriundos do metabolismo microbiano
contaminate durante o processo fermentativo do caldo de cana-de-agticar, podem
provocar a formagdo de sabores indesejaveis no produto final resultantes das
atividades microbianas.

O acido latico se forma devido & presenca de bactérias formadoras do
acido latico, que atacam os agucares ¢ os alcoois superiores. O acido acético, que
também se forma ao lado do aldeido acético, tem sua origem na atividade vital
das células de certos microrganismos. Segundo Maia (1994), o acido acético é
um co-produto normal da fermentagdo alcodlica realizada pela Saccharomyces
cerevisiae, sendo favorecida sob condigdes rigorosas de assepsia, durante um
periodo de tempo prolongado. Na presenca de oxigénio, podem-se converter até
30% do agicar em 4cido acético; na auséncia do mesmo, Saccharomyces
cerevisiae produz apenas pequenas quantidades de acido acético.

Mesmo nas melhores fermentagGes, uma pequena parte do agucar se
converte em acido acético, que pode aparecer no mosto fermentado em niveis de
até 0,8 g de acido acético por litro, ou um pouco mais. A acragio do mosto
durante a fermentag¢do pode acarretar conversio de até 30% do agucar em acido
acético, mesmo que niio haja contaminacdo por bactérias acéticas (Maia, 1994).
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Segundo Faria (1989), além do acido acético podemos observar,
também, a formacgdo de varios outros acidos carboxilicos mais pesados,
formados pela oxidagio dos componentes secundarios da cabega (élcoois ¢
aldeidos superiores), tais como acido citrico, piravico, malico, maléico,
oxalacético ¢ outros, associados a degradag¢io de agicar. A grande maiona
destes acidos fica, geralmente, retida no vinhoto durante a etapa de destilagdo.
Existem ainda os 4cidos graxos que s3o produzidos durante o periodo de acragdo
do pé-de-cuba, onde as leveduras iniciam uma intensa producdo destes, que
serdo destinados a sua reproducio celular.

Em propor¢des bem menores formam-se os acidos butirico, caprdico,
caprilico € caprico, associados 2 mudanca do mosto da fase de propagagio para a
fase de fermentacdo, os quais, durante a fermentagio, tém efeito téxico, sendo
um dos motivos da perda de viabilidade celular (Maia, 1994).

Metais

Os metais que se encontram presentes na bebida sdo o litio, sodio,
potassio, magnésio, aluminio, manganés, ferro, cobre, cromo, niquel, zinco,
cadmio, mercirio, chumbo ¢ o cobalto; como também os acidos minerais
sulfiirico, cloridrico e ‘azinhavre’ (Cu CO; Cu (OH),), sendo que a concentragio
média destes metais, segundo a legislagio brasileira, € de no maximo 5 mg/L.

A quantificagio de metais em cachaga ¢ efetuada com diversas
finalidades, sendo a mais importante a verificacdo da presenca de espécies
metalicas em niveis toxicos, atendendo as especificages exigidas pela
legislagdo. A presenga de cations, tais como os dos metais Cu, Fe ¢ outros, sob
condigdes favoraveis, podem precipitar na forma de sais, tornando o destilado
turvo, que deprecia economicamente o produto em questio (Rose & Harrison,
1970).
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O cobre ¢ um elemento encontrado na constitui¢io do material utilizado
na construcdo de alambiques. Este metal contribui na eliminagio de
determinados odores desagradiveis, observados em cachaca destilada em
alambique confeccionado com materiais onde nio esti presente este metal, tal
como aco inox. Este elemento, de acordo com a legislagio competente, pode
estar presente na cachaca na quantidade de 5 mg/L. Normalmente a cachaga
apresenta teores de cobre maior do que aqueles encontrados nos vinhos, ja que
este metal provém dos destiladores. O cobre também ocorre nos solos, mas
apenas, em pequenas quantidades, podendo ocorrer contaminagdo pelo uso
incorreto de agrotoxicos ciipricos (Faria, 1989).

A contaminagio da bebida pelo cobre se deve a formagiio de carbonato
de cobre na superficic do metal, que é solubilizado pelos vapores acidos
produzidos durante a destilacio e, por arraste, conduz a contaminagio do
produto final por ions de cobre (Cardoso, 2001).

Envelhecimento
O envelhecimento da cachaga é feito em barril de madeira, cujas

caracteristicas naturais proporcionario uma bebida de melhor qualidade, através
do enobrecimento do produto. A madeira é composta por intimeros polimeros
que sdo originados de um mondmero basico que ¢ a glicose, dentre eles estio
celulose, hemicelulose e lignina; esses polimeros complexos serdo entrelagados,
formando a parede celular da madeira. A deposi¢do de taninos, gorduras, resinas
e carboidratos formara o ceme. Estas substincias determinardo a qualidade da
madeira, resultando em sua melhor utilizagio ou uso final, tanto no
envelhecimento, quanto na construgio de barris (Mendes et al., 2001).

A cachaga recém destilada é transparente e etérea, porém adquire uma
tonalidade vanilada apés envelhecimento em barril de madeira, na qual, de um a
dois anos, pode-se perceber o odor tipico de madeira e tonalidade acentuada,
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embora o paladar torna-se mais adstringente devido aos taninos provenientes da
madeira. De acordo com Maia (1994) com trés anos de envelhecimento o odor
desta bebida torna-se harmonioso ¢ arredondado.

Para que ocorram as transformagdes quimicas associadas ao processo de
maturagio e envelhecimento, a cachaga deve passar por alguns processos como:
reagSes entre os compostos secundirios provenientes da destilagdo; extragdo
direta de componentes da madeira; decomposi¢io de macromoléculas da
madeira como: lignina, celulose, hemicelulose € sua incorporagdo na bebida;
transformagdes dos materiais extraidos da madeira; reagdes de compostos
volateis através da madeira do barril ¢ formacio de complexos moleculares
estaveis entre os compostos secundarios € agua e/ou etanol (Piggott, 1989).

Devido a evaporagio de dgua e etanol durante o envelhecimento, que
pode representar de 1 a 3% do volume ammazenado, pode-se observar um
aumento global no teor de componentes secundarios. Uma fragdo do etanol é
oxidada a acetaldeido, conduzindo a formacdo de acido acético que, por sua
vez, juntamente com o etanol, leva a formagdo de acetato de etila,
correspondendo a 80% do total de ésteres encontrados na bebida, seguido de
outros que podem aumentar durante o envelhecimento, como caprilato, caprato e
laurato de etila (Puech, 1983; Rigott, 1989).

Durante o envelhecimento, segundo Mendes et al. (2001), obscrva-se
que 2 acidez fixa varia pouco, como também os teores de alcoois superiores
mantém-se praticamente estiveis, porém, os teores de aldeidos volateis
diminuem com o tempo, uma vez que o arredondamento do aroma da cachaca
deve-se a oxidagdio de aldeidos a acidos e reagdes entre acidos e alcoois,
formando os ésteres.

Em bebidas armazenadas em barril de madeira ocorre um aumento
progressivo no teor de extrato seco, observando que taninos ¢ compostos

fenolicos provenientes da lignina chegam a representar 40%. Em barril de
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carvatho, segundo Maia (1994), foram identificados varios aldeidos e acidos
fenélicos como vanilina, siringaldeido, coniferaldeido, sinapaldeido, galico,
potocatéquico, p-hidroxi-benzoéico, p-cumarico, cinimico, siringico e vanicico.
Os acidos vanilina, siringaldeido, coniferaldeido, sinapaldeido, sdo formados
devido a alcodlise icida sofrida pela lignina a temperatura ambiente. Devido &
oxidacdo da dupla ligagdo o sinapaldeido converte-se em siringaldeido, como
também o coniferaldeido converte-se em vanilina ou em acido fenilico pela
oxidagdo do aldeido (Mendes et al., 2001).

O envelhecimento entre 5 a 10 anos conduz a compostos que
caracterizam cachaga, como diminui¢3o do teor de metanol acompanhado pelo
aumento dos teores de acetato de etila, acetaldeido, 1,1-dieroximetano. Mendes
et al. (2001) citam que durante o envelhecimento observa-se também a formagdo
de ésteres de alcoois superiores, acetato de isobutila e acetato de isoamila.
Devido & oxidagdo de acidos graxos, acompanhado de descarboxilagdo, formam-
se metilcetonas, as quais em niveis de 0,5 mg/ L permitem numa evolugio para o

ran¢o em cachaca velha.

Aspectos toxicoldgicos

Alguns elementos presentes na cachaga sio responsaveis por inimeros
comprometimentos a saide humana, sendo necessario conhecé-los mais
detalhadamente, objetivando suas respectivas relagdes quanto a presenca,
concentragdo, como também em qual fase da fabricagio da bebida estio
presentes.

Algumas substincias encontradas na cachaca apresentam alto teor de
toxicidade, dentre elas estdo o formaldeido e carbamato de etila, produtos que
sdo carcinogénicos. Dentre os narcéticos estio o acetaldeido, benzaldeido; os
que sdo responsaveis pela dor de cabega, como furfural, acetona, metanol, alcool

isoamilico, o propanol que possui agio depressiva e o acido acético que causa
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corrosdo dos tecidos organicos. Estes componentes fazem parte da fragdo
organica da bebida e podem ser influenciados pela cana-de-agucar, pela
fermentacio, pela destilagdo e pelo envelhecimento (Siebald et al., 2002).
Buscando minimizar a toxicidade da bebida, tornam-se necessarios
alguns procedimentos que devem ser tomados pelos produtores de cachaga:
como evita-la e ndo corrigi-la manipulando o produto final; conhecer as fontes
responsaveis pelos fatores toxicologicos; controlar a natureza quimica € os
teores das espécies indesejaveis em todas as fases do processo € controlar o

processo de separagio das fragGes cabega, coragdo e cauda durante a destilagdo.

Metabolismo de leveduras

As leveduras sd3o fungos unicelulares, ndo-filamentosos,
caracteristicamente esféricas ou ovais, pertencentes as divisGes Ascomycota e
Basidiomycota, cuja multiplicagdo ocomre por fissdo binaria, como
Schizosaccharomyces, ou por brotamento, como por exemplo no caso de
Saccharomyces.

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ amplamente utilizada em
processos de fermentagdo alcoolica, pois suporta niveis de etanol em torno de 12
a 15% (considerado elevado), hidrolisa oligossacarideos, tais como maltotriose e
maltotrealose, em glicose convertendo-a em etanol, como também tolera alta
concentragio de agucar sendo osmotolerante (Belin, 1995).

Um dos fatores limitantes para a alta concentragdo de etanol produzido
pelas leveduras ¢ a deficiéncia nutricional da matéria-prima e nio da toxidade do
etanol (Casey et al., 1983) como no caso da produgdo de cerveja. Se os
requisitos nutricionais forem supridos, podera ser observado um aumento no
rendimento da fermentagdo alcoodlica e um acréscimo na concentragdo final de
etanol. De acordo com Maia et al. (1993), em Minas Gerais tem sido utilizado o
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enriquecimento do caldo de cana com farinha de milho, farelo de arroz e/ou soja,
o que favorece a viabilidade celular das leveduras.

A concentracio de agiicar no caldo deve ser diferente nas duas etapas
distintas do processo fermentativo. A primeira est relacionada  propagagiio do
microrganismo que ¢ feita sob intensa aeragio. Normalmente é recomendado
que o teor de agicar nio seja superior a 2 — 3% (m/v), ja que concentragbes mais
altas prejudicam a respiragio da célula e impedem um crescimento eficiente, A
segunda etapa esta relacionada a fermentagdo propriamente dita, ou seja,
conversdo do agicar a etanol ¢ CO.. De acordo com Schwan & Castro (2001),
nesta etapa o teor maximo de agiicar tolerado pela levedura é em tomo de 15%
(m/v). Este limite pode ser variavel de acordo com a levedura e as demais
condi¢cdes do processo fermentativo. Concentracdes de agiicares superiores a
15% podem inibir a atividade celular e favorecerem o aciimulo de glicogénio,
acarretando uma diminui¢do no rendimento alcoélico (Maia et al., 1993; Walker,
1998).

Nem todo o agiicar presente no mosto é transformado em etanol. Uma
parte ¢ normalmente consumida pelas leveduras, permitindo sua reprodugio
celular ¢ mantendo suas fungSes vitais normais. Os nutrientes adicionados
permitem que a maior fragio possivel de agiicar seja convertida em novas
células na fase de multiplicagio, ou em etanol, durante a fase de fermentag3o,
deixando uma fragio minima destinada 4 manuten¢io celular (Maia et al., 1995).

Para que ocorra uma multiplicagdo vigorosa das células é necessario que
as exigéncias nutricionais das leveduras sejam supridas, permitindo assim a
reprodugdo e garantindo a viabilidade celular (Schwan & Castro, 2001). Dentre
os nutrientes requeridos pelas leveduras, e freqiientemente presentes na cana em
quantidades insuficientes, encontram-se substincias minerais e orginicas. As
substancias orginicas requeridas s3o as vitaminas e acidos graxos insaturados

que sdo responsaveis pela manutengdo da fisiologia celular e conseqiientemente
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pelo aumento da produtividade (Lima, 2001). Alguns substratos sdo usados
tradicionalmente no fermento em Minas Gerais, como o fuba de milho, farelo de
arroz ¢ algumas vezes o farelo de soja de acordo com receitas proprias da cada
produtor, mas mantendo caracteristicas tipicas das diferentes regides do Estado
(Pataro et al., 1998).

As leveduras sdo capazes de crescimento anaerdbico facultativo, podem
utilizar oxigénio ou um componente organico como aceptor final de elétrons. Se
for dado acesso ao oxigénio, as leveduras respiram aerobicamente para
metabolizar hidratos de carbono a CO, ¢ H,O. Na auséncia de oxigénio, elas
fermentam os hidratos de carbono e produzem etanol e CO,.

{ No mosto aerificado a levedura se reproduz muito rapidamente,
empregando a energia obtida pela metabolizagdo de parte dos agucares
existentes no meio. Nessa fase ndo ocorre a formagio do alcool, pois a levedura,
tendo muito oxigénio & disposi¢do, oxida o piruvato, formado pela glicdlise, no
ciclo do acido citrico a CO, ¢ H,0. Quando todo o oxigénio existente na doma
de fermentagio foi consumido, as células da levedura passam a utilizar
anaercbicamente o aglicar existente no mosto. A partir deste ponto, a levedura
fermenta esses agiicares em etanol e diéxido de carbomo. O processo de
fermentagdo ¢ controlado, em parte, pela concentragio de etanol que se forma,
pelo pH do meio e pela quantidade de agticar remanescente (Leninger, 1995).

\lf, A velocidade da fermentacgiio, assim como a quantidade total de glicose
consumida sio muitas vezes maior sob condi¢des anaérobicas do que sob
condi¢cdes aerdbicas, mecanismo conhecido como efeito Pasteur. Isto ocorre
porque no processo anaerobico sdo produzidas 2 moléculas de ATP e no
processo aerdbico sdo produzidas 36 ou 38 moléculas de ATP. Portanto, para
produzir a mesma quantidade de ATP, ¢ necessario consumir aproximadamente
18 vezes mais glicose em condigdes anaerdbicas do que em aerdbicas (Leninger,
1995).
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Gancedo & Serrano (1989) detalharam o metabolismo de carboidratos
por leveduras, atentando para a preferéncia das mesmas pelas unidades
monomericas desses compostos. Hammond (1993) complementa que o género
Saccharomyces pode utilizar mais de uma fonte de carbono para proceder a
fermentacdo alcodlica, como maltotreose, sacarose, galactose, maltose, frutose e
glicose. Gancedo (1998) relata que, dentre estas fontes carbonadas, a glicose ¢ o
metabélito de escolha pela grande maioria das células, sendo considerado um
horménio do crescimento celular.

Uma das formas de ocorrer a fermentagdo alcoélica parte da degradagiio
de substratos orgdnicos carbonados, através da qual cada molécula destes
originard duas das de acido pinivico ¢ quatro de ATP. Nessa reagio, as duas
moléculas de piruvato s3o convertidas em duas moléculas de acetaldeido e duas
de diéxido de carbono por agdo de piruvato descarboxilase, que promove uma
descarboxilagdo simples e ndo envolve a oxidagio do piruvato. A piruvato
descarboxilase requer o cition Mg”™* e tem como coenzima a tiamina pirofosfato.
Em um segundo passo, o acetaldeido ¢ reduzido a etanol por agio da enzima
alcool desidrogenase, tendo 0 NADH (derivado das ativadades da gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase, quando utilizada a via glicolitica) como fornecedor de
elétrons. A piruvato descarboxilase é caracteristica de muitas leveduras, em
especial as do género Saccharomyces, sendo grandes responsaveis pela
producdo de bebidas alcodlicas e de produtos de panificagio (Rose, 1977 ¢
1978; Vogt et al., 1986; Madigan et al., 1997; Tortora et al., 1998).

As leveduras sdo capazes de armazenar carboidratos em duas formas
distintas: glicogénio (homopolissacarideo de glicose) e trealose (homodimero de
glicose). Estes carboidratos podem chegar a 40% da massa celular seca.
Normalmente, os niveis de glicogénio sdo superiores aos de trealose, quando as
células estdo em crescimento. Em relagfio a presenca de oxigénio, os niveis de

trealose s3o maiores em aerobiose. Também s3o maiores quando a célula esta
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em condigdes de estresse. A trealose esta associada a formacdo de ascosporos.
As vias biossintéticas de trealose ¢ glicogénio s3o semelhantes, podendo, ambas,
ser sintetizadas a partir de UDP-glicose. Quando em condigdes de estresse
(temperatura, osmolaridade, catabdlitos) ou falta de nutrientes, as leveduras
fazem uso dessas reservas para manter seu metabolismo basal, retomando seu
ciclo celular quando as adversidades do ambiente sdo cessadas. Varios autores,
Lillie & Pringle, (1980); Berry & Brown, (1987); Panek, (1991); Alcarde &
Basso (1997), observaram que a fermentagio de glicogénio e trealose
endogenos, em linhagens de Saccharomyces cerevisiae, pode formar até 68 litros
de etanol por tonelada de levedura seca. Essa fermentagdo endégena ¢ uma das
formas utilizadas para a manutengdo da viabilidade celular.

A funcgdo protetora da trealose ¢ resultado da inter-relagdo entre sua
localizagio e mobilizagio na célula. Sua presenca no citoplasma, onde ¢
acumulada, exerce uma influéncia na atividade de agua do citosol, contribuindo
para a desaceleragdo do metabolismo (laténcia), aumentando a resisténcia ao
estresse hidrico. Em condigdes de baixa atividade de agua, a trealose na
membrana (nos dois lados da camada de fosfolipideo) substitui as moléculas de
agua, mantendo a integridade da membrana (Basso, 1996).

Microrganismos envolvidos na producio de cachaca

No caso da cachaga, os microrganismos so provenientes do manuseio €
transporte de cana, entre outros. O caldo de cana apresenta em sua oonsﬁtuic;io
65 a 75 % de agua, 11 a 18% de agicares como sacarose, glicose e frutose,
substincias nitrogenadas, pentosanas, ceras, lipideos, pectinas, materiais
corantes como clorofila, antocianinas e compostos polifendicos e sais minerais,
pH acido 4,8 a 6,0 fazendo com que este caldo seja um meio propicio para o

desenvolvimento de microrganismos (Schwan & Castro, 1998).
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A microbiota do caldo de cana é constituida de leveduras ¢ bactérias,
sendo que constituem de leveduras isoladas e identificadas dos géneros:
Saccharomyces, Pichia, Candida, Te orulopsis, Schizosaccharomyces, Hansenula
e Rhodotorula (Valsechi, 1960; Maia et al.,, 1994). De acordo com Morais et al
(1997), Pataro et al. (2000) Guerra et al. (2001) e Schwan et al. (2001), as
leveduras envolvidas na fermentagio do caldo de cana incluem, principalmente,
os géneros Saccharomyces, Schizosaccharomyces, ~Kloeckera, Pichia,
Debayomyces, Kluyveromyces e diversas espécies de Cdndida; porém, a
conversao de agiicar em etanol ¢é realizada principalmente por Saccharomyces
cerevisiae, devido & capacidade de produzr e tolerar altas concentragdes de
etanol (Ledo & Van Uden, 1932, 1985; Mendonga et al., 1999).

Foi observado que esses microrganismos contribuem para o "flavor" da
bebida, mas bactérias causam deterioragio no mosto insuficientemente
acidificado com pH acima de 4 ou em altas temperaturas, acima de 32 °C.

Entretanto, Saccharomyces cerevisiae ¢ o principal agente microbiano de
producdo de etanol, devido a seu elevado potencial de conversio de mono, di e
trissacarideos em etanol; possui glicogénio e trealose como carboidratos de
reserva; capacidade de competigio no meio fermentativo, uma vez que produz a
toxina "Killer", capaz de eliminar naturalmente os microrganismos competidores
por substrato. Esse somatério de caracteristicas faz com que a mesma tolere
condigdes adversas do meio (Mendonga, 1999).

De acordo com Schwan et al. (2001), durante a fermentagio realizada em
24 horas, os microrganismos presentes foram leveduras, bactéria de acido latico,
bacilos, bactéria de acido acético e enterobactérias.

As leveduras no inicio da fermentagio multiplicam-se devido a aeragdo
do mosto, e apés 10 horas cessa a proliferagiio, pois 0 mosto é um meio pobre
em nutrientes como nitrogénio e fosfato. A taxa de multiplicago zero demonstra
entrada altamente ordenada na fase estacionaria; nessa fase as células sio mais

30



resistentes ao estresse, mas ainda convertem agucar em etanol por mais 6 horas
em velocidade mais reduzida.

As bactérias de 4acido latico, grupo mais comum de bactérias
encontradas, nio conseguem se propagar adequadamente durante a fermentagao;
os bacilos sdo provavelmente contaminantes do ambiente que sobraram de
esporos remanescentes durante a fermentagdo;, bactérias de acido acético
aparecem no final devido a redugdo de CO, pela levedura; o nivel de
enterobactérias ¢ baixo e elas nio sobrevivem ao processo de destilagdo.

Devido ao influxo continuo, novas espécies sdo desenvolvidas na doma,
provenientes da cana, solo, manuseio; mas a populagdo residente sobrevive
devido & adaptaciio ecologica e fisiologica. Pichia heimii, Kluyveromyces
marxianus, Hanseniaspora uvarum, sio sensiveis a elevados niveis de etanol e
aparecem s6 no inicio da fermentacdo; Pichia methanolica aparece no final e
desaparece porque tanto a glicose como o etanol reprimem a rota da alcool
oxidase, levando a sua desaparicio, P. subpelliculosa e Debaryomyces hansenii
apareceram na fase intermediaria (Schwan et al., 2001). A presenca de leveduras
non-Saccharomyces pode indicar uma reducdo de eficiéncia do processo ¢
também a dificuldade de padronizagdo do produto final obtido. Pelos resultados
obtidos neste trabalho pode-se inferir que o preparo de indculo com cepas
selecionadas reduziram em muito os problemas encontrados pelos produtores
quanto ao rendimento e qualidade da cachaga produzida.

De acordo com Schwan et al. (2001), leveduras com a2 mesma fungdo
fisiologica, porém de espécies diferentes, podem substituir umas as outras, uma
vez que a biota local influencia na composi¢do de espécies. Isto determina
diferentes sucessbes que podem ser encontradas em diversos alambiques em
regides distintas. A presenca de leveduras em sucessdo € conhecida também em
outros processos fermentativos como o do vinho (Fleet, 1984; Fleet et al, 1993)
¢ da tequila (Lachance, 1995).
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Schwan et al. (2001) observaram que durante a formacgio de cultura
iniciadora, a atividade microbiana pode promover acidificagio ¢ aumentar o
conteudo alcodlico, levando ao desaparecimento de algumas espécies de
leveduras. Essas mudangas no conteido de alcool e pH, juntamente com a
concentragdo de agucar, € conservada alta devido a adigio diaria de caldo de
cana que afeta a selecdo ¢ prevaléncia de espécies de leveduras e cepas
envolvidas na produgio de Ccchaga. Tolerdncia ao etanol e adaptagio a alta
atividade microbiana podem também ser responsiveis pela persisténcia de
algumas espécies de leveduras e o desaparecimento de outras durante a
fermentacio. .

- Pataro et al. (2000) atribuiram o decréscimo na populagio de
Saccharomyces cerevisiae 4 falta de nutrientes adicionados durante a formacio
de culturas iniciadoras, i alta temperatura na doma de fermentacio,
especialmente no final da produgdo, relacionado ao periodo de verdo e a
presenca de metabélitos secundarios, os quais podem inibir o crescimento de
Saccharomyces cerevisiae.

Segundo Gomes et al. (2002), linhagens selecionadas de S. cerevisiae
foram capazes de permanecer dominando a fermentagio por até 30 dias
consecutivos; apds esse periodo, linhagens selvagens de S. cerevisige
apresentaram populagdes iguais ou superiores as das linhagens iniciadoras
testadas. Portanto, com trocas periédicas do fermento, utilizando linhagens
selecionadas, pode-se manter o padrio de qualidade da cachaga ao longo da
safra e entressafras diferentes.

As populagdes bacterianas normalmente encontradas sio diversas e
podem apresentar uma variagio de até 3400 vezes na proporgio entre leveduras
¢ bactérias (3400 leveduras: 1 bactéria). A maior porcentagem de bactérias
presentes sio de bactérias Gram-positivas (Santos Junior et al., 1998; Negrdo et
al,, 1999). De acordo com Schwan, R.F. (dados nio publicados), o género
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Lactobacillus representou, em um estudo, 71% do total de Gram-positivas e
24% foram do género Bacillus. Dentre as bactérias isoladas e identificadas
destacam-se as produtoras de acido latico: Leuconostoc dextranicum, L.
mesenteroides e Streptococcus spp.

As bactérias produtoras de acido latico foi o grupo de bactérias
encontrado em populagdes maiores, apesar de nio terem sido capazes de se
multiplicar durante o processo fermentativo (Schwan et al., 2001). As bactérias
laticas podem se multiplicar no final do processo fermentativo, utilizando o
etanol formado como fonte de energia. A presenga dessas bactérias no mosto ¢
devido a resisténcia a altas temperaturas e baixos valores de pH. No final do
processo fermentativo, as bactérias do 4cido latico podem produzir compostos
secundarios, principalmente acidos, que vdo aumentar os niveis de acidez da
cachaca. Normalmente, nio ¢ aconselhavel que a destilagio ocorra horas depois
que todo o aglicar tenha sido consumido pelas leveduras. Se a destilacdo ¢ feita
apos um longo periodo em que os agucares do mosto tenham sido consumidos,
os niveis de acidez da cachaca tendem a ser elevados (Pataro et al., 2002).

De acordo com Pataro et al. (2002) vinhos (mosto) com acidez acima de
600 mg/100mL de 4cido acético, proporcionam que populagdes de bactérias do
acido latico aumentem acentuadamente; portanto, vinhos com acidez entre 300 ¢
500 mg/100mL alcool anidro apresentam baixas contagens de bactérias do acido
latico.

Espécies bacterianas pertencentes ao género Pediococcus podem ser
responsiveis pela produgio de compostos secundirios indesejaveis
(Narendranath et al., 1997). A fermentagio malolatica ¢ uma fermentacdo
secundaria em vinhos, na qual o L-acido malico ¢ degradado a L-acido latico e
dioxido de carbono. A fermentagio malolatica geralmente ocorre apds as
leveduras terem completado a fermentagio primaria alcoodlica ¢ ¢ importante
para a desacidificagiio de vinhos altamente acidos (Osborne et al., 2000). Em
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uma destilaria no sul de Minas, as bactérias do género Bacillus foram
provavelmente contaminantes do campo ¢ permaneceram na forma de esporos
no decorrer da fermentagio. As populagdes de bactérias Gram-negativas
ocorreram em menor namero ¢ somente apds 16 horas do inicio do processo.
Foram identificadas as seguintes espécies: Acetobacter aceti produtora de acido
acético e espécies de Aeromonas, Enterobacter e Serratia, Schwan et al (dados
no publicados). As bactérias acéticas também sdo normalmente encontradas em
fermentacdes de outras frutas, como o vinho, e estio associadas a diminui¢io da
atividade das leveduras, o que pode proporcionar a entrada de oxigénio no mosto
fermentante e conseqilentemente permitir o desenvolvimento de bactérias
estritamente aerdbicas (Joyeux et al., 1984).

A contaminagdo bacteriana é uma das principais causas da redugio na
produgdo de etanol durante fermentagdes desenvolvidas por S. cerevisiae. No
caso da produgdo de uisque, a contaminagio bacteriana pode comprometer a
qualidade do destilado e reduzir a produgio final do produto. Nio existe ainda
uma correlagdo exata sobre a contaminagio bacteriana e a perda de alcool
produzido, embora seja Obvio que cada molécula de agicar utilizada na
producdo do écido latico pelas bactérias resulte na perda de duas moléculas de
etanol (Narendranath et al., 1997). No caso da produgdo de cachaga artesanal,
existem poucos dados a respeito da caracterizagio das populagdes bacterianas
presentes nas dornas de fermentagdo, ¢ a relagio desses microrganismos com a
produgdo de compostos secundarios, responsaveis pelo ‘flavor’ da bebida.
Algumas caracteristicas que podem comprometer o padrio de qualidade da
aguardente, como a acidez elevada, podem estar relacionadas a presenga de um
numero elevado de bactérias no mosto durante a fermentagio (Pataro et al.,
2002).
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Selegiio de microrganismos

Para que ocorra a sele¢io de um determinado microrganismo, varios
fatores sdo levados em conta para que este seja submetido a fermentagdo de um
substrato que originara um produto comercial. Dentro desses fatores podem ser
citados; a taxa de crescimento celular, correlacionada a produ¢io de biomassa; a
viabilidade do microrganismo durante o processo; a estabilidade do mesmo ante
a diversidade do meio a fermentar e o rendimento de metabolitos de interesse,
produzidos pelo microrganismo, a partir do substrato inicial (Dias, 2001).

Saccharomyces cerevisiae ¢ uma das espécies de levedura mais utilizada
em fermentagGes industriais: leveduras de panificacio (uso de cepas de
Saccharomyces cerevisiae prensadas), produgdo de vinho (incluindo cepas
floculantes para a produgdo de cidra), ‘sake’, produgdo de alcool de amido ou
cereal, e produgdo de bebidas alcodlicas em geral (Kurtzman & Fell, 1998).

O melhoramento da qualidade da cacha¢a e o aumento na eficiéncia do
processo produtivo passam, necessariamente, pela selecdo de uma ou mais
leveduras apropriadas. A identificacdo das leveduras associadas a produgdo de
cachaga é importante para determinar o papel desses microrganismos nos varios
estagios das fermentagbes, buscando a tipificacdo tecmoldgica para o
desenvolvimento de linhagens iniciadoras. As leveduras, especialmente dos
géneros Saccharomyces e Schizosaccharomyces, sao responsaveis pela
fermentagdo alcoolica do mosto, € t€ém sido detectadas, em proporgdes bem
variadas, em mostos naturais de produtores mineiros (Pataro et al., 1998; Pataro
et al,, 2000; Schwan et al., 2001). A qualidade da bebida esta fortemente
relacionada a ecologia dos tipos microbianos ¢ suas populacGes durante o
processo de fermentacio e maturagdo, sendo determinantes tanto do rendimento
em etanol como da formagdo e proporgdes relativas dos compostos secundarios.

Essa escolha implica no conhecimento de suas caracteristicas, as quais tornam-
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diferentes cromossomos de 245 Kb a 2200 Kb, neste método de cariotipagem, a
eletroforese ¢ feita com a aplicagdo de forga elétrica (campo clétrico), altemada
ou continua no gel de agarose, forgando o DNA a se reorientar a cada carga do
campo. Moléculas longas podem levar mais tempo para se reorientar, e por essa
razio movem-se mais lentamente (Fialho, 2000).

Segundo Gomes et al. (2002), linhagens selecionadas de S, cerevisiae
foram capazes de permanecer dominando a fermentagdo por até 30 dias
consecutivos; apés este periodo, linhagens selvagens de S cerevisiae
apresentaram populag3es iguais ou superiores as das linhagens iniciadoras
testadas. Portanto, com trocas periddicas do fermento, utilizando linhagens
selecionadas, pode-se manter o padrio de qualidade da cachaca ao longo da
safra ¢ entressafras diferentes.
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Selegido de microrganismos

Para que ocorra a selegio de um determinado microrganismo, varios
fatores sdo levados em conta para que este seja submetido a fermentagdo de um
substrato que originara um produto comercial. Dentro desses fatores podem ser
citados; a taxa de crescimento celular, correlacionada a producgdo de biomassa; a
viabilidade do microrganismo durante o processo; a estabilidade do mesmo ante
a diversidade do meio a fermentar e o rendimento de metabolitos de interesse,
produzidos pelo microrganismo, a partir do substrato inicial (Dias, 2001).

Saccharomyces cerevisiae ¢ uma das espécies de levedura mais utilizada
em fermentagGes industriais: leveduras de panificagio (uso de cepas de
Saccharomyces cerevisiae prensadas), produgio de vinho (incluindo cepas
floculantes para a produgdo de cidra), ‘sake’, produgio de alcool de amido ou
cereal, e produgio de bebidas alcodlicas em geral (Kurtzman & Fell, 1998).

O melhoramento da qualidade da cachaga e o aumento na eficiéncia do
processo produtivo passam, necessariamente, pela selegdo de uma ou mais
leveduras apropriadas. A identificagdo das leveduras associadas a produgio de
cachaga ¢ importante para determinar o papel desses microrganismos nos varios
estigios das fermentagdes, buscando a tipificagdo tecnolégica para o
desenvolvimento de linhagens iniciadoras. As leveduras, especialmente dos
géneros Saccharomyces e Schizosaccharomyces, s3o responsaveis pela
fermentagdo alcoolica do mosto, ¢ tém sido detectadas, em proporgdes bem
variadas, em mostos naturais de produtores mineiros (Pataro et al., 1998; Pataro
et al,, 2000; Schwan et al., 2001). A qualidade da bebida esta fortemente
relacionada a ecologia dos tipos microbianos ¢ suas populagdes durante o
processo de fermentagdo e maturagio, sendo determinantes tanto do rendimento
em etanol como da formagio e proporgdes relativas dos compostos secundarios.

Essa escolha implica no conhecimento de suas caracteristicas, as quais tornam-
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taxonomia, como pode ser observado na habilidade de fermentar aglicares, nos
casos de Kluyveromyces e Saccharomyces. Capacidade de assimilar nitrato,
como Pseufozima, Citeromyces e Wickerhamiella (Mendonga, 1999).

A seleciio de microrganismos em laboratério consta de amostragem na
qual, por isolamento, se obtém leveduras que passam por uma bateria de testes
bioguimicos, morfolégicos € moleculares. De acordo com Schwan et al. (2001),
os isolados que foram identificados por testes tradicionais como Saccharomyces
cerevisiae, foram submetidos a testes de identificagio molecular por PCR. De
acordo com Schwan et al. (2001) cepas selecionadas de S. cerevisiae
predominantes em escala de laboratorio ¢ testadas em alambique comercial,
foram bastante resistentes 2 competicio com outros microrganismos ¢ com
outras linhagens de S. cerevisiae, como também possibilitou um aumento na
produtividade do alambique, melhorando a qualidade do produto final obtido,
principalmente em relagio aos teores de acidez ¢ concentragio de alcoois
superiores.

Um namero de diferentes técnicas baseadas na detecgdo do polimorfismo
de DNA, como anilises de PFGE, PCR e restrigio de fragmento do
comprimento de polimorfismo de DNA mitocondrial (ntDNA - RFLP) tem sido
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se possiveis através de diversos testes que permitem identificar essas
propriedades, possibilitando assim uma cole¢do de cepas com caracteristicas que
visam a melhor produgio.

De acordo com Pataro et al. (2002), alguns produtores de cachaga
utilizam fermento de panificagio para acelerar a formacio do fermento
iniciador. No entanto, esta nio seria uma pritica recomendavel, pois a levedura
de padaria foi selecionada para a panificagio e nio para a produgdo de cachaca.
Foi verificado que, em fermentagdes com fermento de padaria, Saccharomyces
cerevisige permaneceu no maximo por 20 dias da preparagdo do fermento (pé-
de-cuba), devido a linhagens de S, cerevisiae selvagens serem inoculadas
diariamente com o caldo de cana, dominando o processo.

Linhagens selecionadas deverdo apresentar elevada tolerdncia ao etanol,
apresentando um bom rendimento final. O etanol torna-se inibidor a altas
concentragles, ¢ a tolerdncia das leveduras é um ponto critico para uma
producdo elevada deste metabélito primirio. A tolerdncia ao etanol varia
consideravelmente de acordo com as linhagens de leveduras. De modo geral, o
crescimento cessa quando a produgdo atinge 5% de etanol (v/v), e a taxa de
producdo ¢ reduzida a zero, na concentragio de 6% a 10% de etanol (v/v). Uma
das agGes do etanol ¢ desestruturar a fragio lipidica da membrana celular (Ward,
1991; Kunkee & Bisson, 1993). .

Um outro fator do micro-ambiente a0 qual ests sujeita a levedura, e que
¢ extremamente relevante em um processo fermentativo, ¢ a temperatura na qual
a relagdo metabolito formado por substrato de partida seja a maior possivel. A

depender da temperatura, um mesmo microrganismo consome uma mesma

diferentes cromossomos de 245 Kb a 2200 Kb, neste método de cariotipagem, a
eletroforese ¢ feita com a aplicacio de forca elétrica (campo elétrico), alternada
ou continua no gel de agarose, forcando o DNA a se reorientar a cada carga do
campo. Moléculas longas podem levar mais tempo para se reorientar, ¢ por essa
razio movem-se mais lentamente (Fialho, 2000). ,

Segundo Gomes et al. (2002), linhagens selecionadas de S, cerevisiae
foram capazes de permanecer dominando a fermentagio por até 30 dias
consecutivos; apoés este periodo, linhagens selvagens de S cerevisiae
apresentaram populagdes iguais ou superiores as das linhagens iniciadoras
testadas. Portanto, com trocas periédicas do fermento, utilizando linhagens
selecionadas, pode-se manter o padrio de qualidade da cachaca ao longo da
safra ¢ entressafras diferentes. '



Seleg¢do de microrganismos

Para que ocorra a sele¢do de um determinado microrganismo, varios
fatores sdo levados em conta para que este seja submetido a fermentagdo de um
substrato que originara um produto comercial. Dentro desses fatores podem ser
citados; a taxa de crescimento celular, correlacionada a produ¢do de biomassa; a
viabilidade do microrganismo durante o processo; a estabilidade do mesmo ante
a diversidade do meio a fermentar e o rendimento de metabélitos de interesse,
produzidos pelo microrganismo, a partir do substrato inicial (Dias, 2001).

Saccharomyces cerevisiae ¢ uma das espécies de levedura mais utilizada
em fermentagSes industriais: leveduras de panificagio (uso de cepas de
Saccharomyces cerevisiae prensadas), produ¢do de vinho (incluindo cepas
floculantes para a produgdo de cidra), ‘sake’, producdo de alcool de amido ou
cereal, e producdo de bebidas alcodlicas em geral (Kurtzman & Fell, 1998).

O melhoramento da qualidade da cachaga e o aumento na eficiéncia do
processo produtivo passam, necessariamente, pela selecdo de uma ou mais
leveduras apropriadas. A identificagdo das leveduras associadas & produgdo de
cachaga ¢ importante para determinar o papel desses microrganismos nos varios
estagios das fermentagSes, buscando a tipificagdo tecnoldgica para o
desenvolvimento de linhagens iniciadoras. As leveduras, especialmente dos
géneros Saccharomyces e Schizosaccharomyces, s3o responsaveis pela
fermentagdo alcoolica do mosto, e tém sido detectadas, em proporgdes bem
variadas, em mostos naturais de produtores mineiros (Pataro et al., 1998; Pataro
et al, 2000; Schwan et al., 2001). A qualidade da bebida esta fortemente
relacionada a ecologia dos tipos microbianos € suas populagies durante o
processo de fermentagio e maturagdo, sendo determinantes tanto do rendimento
em etanol como da formagdo e proporgdes relativas dos compostos secundarios.

Essa escolha implica no conhecimento de suas caracteristicas, as quais tornam-
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se possiveis através de diversos testes que permitem identificar essas
propriedades, possibilitando assim uma colegdo de cepas com caracteristicas que
visam a melhor produgso.

De acordo com Pataro et al. (2002), alguns produtores de cachaga
utilizam fermento de panificagio para acelerar a formagio do fermento
iniciador. No entanto, esta niio seria uma pratica recomendavel, pois a levedura
de padaria foi selecionada para a panificagio e nio para a produgdo de cachaga.
Foi verificado que, em fermentagdes com fermento de padaria, Saccharomyces
cerevisiae permaneceu no maximo por 20 dias da preparagio do fermento (pé-
de-cuba), devido a linhagens de S. cerevisiae selvagens serem inoculadas
diariamente com o caldo de cana, dominando o processo.

Linhagens selecionadas deverdo apresentar elevada tolerincia ao etanol,
apresentando um bom rendimento final. O etanol torna-se inibidor a altas
concentragdes, ¢ a tolerdncia das leveduras é um ponto critico para uma
producdo elevada deste metabélito primario. A tolerdncia ao etanol varia
consideravelmente de acordo com as linhagens de leveduras. De modo geral, o
crescimento cessa quando a produgdo atinge 5% de etanol (v/v), e a taxa de
produgdo ¢ reduzida a zero, na concentragio de 6% a 10% de etanol (v/v). Uma
das agdes do etanol ¢ desestruturar a fragiio lipidica da membrana celular (Ward,
1991; Kunkee & Bisson, 1993). ,

Um outro fator do micro-ambiente a0 qual esta sujeita a levedura, e que
¢ extremamente relevante em um processo fermentativo, ¢é a temperatura na qual
a relagdo metabélito formado por substrato de partida seja a maior possivel. A
depender da temperatura, um mesmo microrganismo consome uma mesma
quantidade de substrato de partida num tempo até dez vezes menor. Um
exemplo pode ser tomado no caso da producdo de cachaga, cuja fermentagio
ocorre em 24 h a uma temperatura média de 32 °C, ¢ da produgdo do vinho
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Leveduras utilizadas e preparo do inéculo

Trés cepas de levedura Saccharomyces cerevisiae, codificadas como
RL11, FC9 e CAl16, foram avaliadas quanto ao potencial fermentativo. As
cepas utilizadas pertencem a colegdo de leveduras do Laboratorio de Fisiologia e
Genética Molecular de Microrganismos (DBL/UFLA), onde foram isoladas
durante fermentagGes em alambiques da regido do Sul de Minas Gerais, testadas
em laboratorio e identificadas por Mendonga (1999) e Fialho (2000). O processo
de fermentagio foi iniciado com indculo cuja populagdo era aproximadamente
de 10° células vidveis. mL"’ .

Para atingir a populagio inicial de 10° células viaveis. mL", as leveduras
foram cultivadas em meio YEPG (em g.L': extrato de levedura, 10,0; peptona
de soja, 20,0; glicose 20,0). O fluxograma apresentado na Figura 1 mostra as
etapas do processo de multiplica¢do celular.

O inéculo utilizado para fermentagdio do caldo de cana durante as
bateladas foi preparado no laboratorio de Fisiologia de Microrganismos do
Departamento de Biologia da UFLA. As cepas RL11, CAl116 ¢ FC9 foram
crescidas em frascos até atingir uma populagdo de 10° cel.mL"’. A partir de 3L
de indculo produzido, este foi levado para doma de fermentagdo e acrescido um
volume de 22L de mosto aproximadamente através da alimentagdo com caldo de
cana novo ¢ estéril a 8 °Brix . Apos 24 horas foi realizado o corte (divisdo de
mosto) para a doma 2 (2° repetigdo). Nessa segunda doma também foi
acrescentado ao volume de 11L de mosto proveniente da doma 1, sendo
novamente acrescentado de caldo de cana-de-agiicar novo, estéril a 8 ° Brix da
mesma maneira realizada com a doma 1 durante a multiplicagdo celular até
atingir o0 volume de 22 L em cada dorna, para emtio serem utilizados nos
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processos fermentativos em sistema de bateladas sucessivas. O experimento foi
realizado em duas domas para confirmagdo dos resultados, completado o
volume de 22 L de mosto em cada domna, tendo zerado o teor de sélidos soltveis
totais (Brix) as células decantaram no fundo da dorna, o sobrenadante (mosto ou
vinho) foi descartado e foram processadas as analises microbioldgicas do pé-de-

cuba de ambas as domnas.

Inoculade em 2 ml de
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FIGURA 1 Fluxograma do processo de multiplicagio.

3.2 Sistema de produgio de cachaga

Cana-de-aciicar _
A cana-de-agicar usada neste experimento pertence a cultivar SP

801816, tardia, originaria de uma fazenda produtora de cachaca da cidade de

Lavras.
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Dornas
Foram usadas dornas para fermentagio de aco inoxidavel com

capacidade de 25L, dotada de uma abertura no fundo da dorna para facilitar a
retirada do fermento apos a realizagdo do experimento. Na parede da dorna, em
uma altura superior ao pé-de-cuba, era dotada de uma torneira, na qual se
recolhia o vinho. As dornas cram cobertas com tcla de nylon, para evitar que
caisse algum inseto no mosto em fermentagdo, como pode ser observado na

Figura 2.

Abertura no fundo da doma

FIGURA 2 Domnas de ago inoxidavel, com capacidade de 25 L utilizada para
processos fermentativos em escala laboratorial.

Moagem da cana
A cana-de-agucar recém cortada foi moida em moenda do tipo queixo

duro, da marca COBAR. O caldo de cana foi filtrado ¢ decantado,
posteriormente transportado em galdo plastico com 75L de caldo.

Imediatamente. era feita a leitura do teor de solidos solaveis no laboratorio de
Microbiologia Geral (DBI/UFLA), através de um sacarimetro portatil da marca
MERCURIO, o qual durante todo o experimento foi de 22 °Brix, sendo diluido
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com agua destilada para 16 *Brix; portanto, para cada litro de caldo adicionava
3 L de agua destilada. Apés a diluigdo o caldo de cana foi autoclavado por 15
min a 121 °C, para posterior fermentagio.

3.3 Coleta das amostras

As amostras eram recolhidas em tubo de ensaio estéril, sendo amostrados
7 mL do mosto que compunha o pé-de-cuba, para analise microbiologica. As
amostras foram recolhidas apds a retirada do sobrenadante; portanto, posterior a
fermentag3o, antes de iniciar nova alimentagio com caldo de cana nas dornas. 2
mL da amostra eram destinados 4 analise microbioldgica, sendo o restante
armazenado em tubos ependorff para anilises cromatograficas posteriores,
congelados a 20 °C.

3.4 Potencial hidrogenidnico (pH)

O pH das amostras foi determinado através de coleta direta das dornas
apos cada alimentacdo, retirada pela tomeira das mesmas, coletada em béquer,
num volume de 100 mL. O potenciémetro utilizado foi da marca WTW
(Wissenschaftlich-Technische Werkstatten), pH 330¢/SET, calibrado com
soluges tampdo acida e neutra, com valores de pH, respectivamente, 4.0 ¢ 7.0
(Instituto Adolfo Lutz, 1985).

3. 5 Teor de sélidos soliveis totais (Brix)
A concentragio de sélidos soliveis totais (Brix) foi avaliada através de
um refratémetro portatil da marca MERCURIO.
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3.6 Processo fermentativo

Ap6s a formagio do pé-de-cuba nas domnas, foram iniciadas as
fermentacdes e entre as repeti¢des o inoculo foi reciclado acrescentando-se caldo
de cana-de-agticar novo, estéril, com 16 ° Brix (teor de solidos soliveis totais).

A fermentagio do caldo de cana foi considerada terminada quando as
leveduras decantaram no fundo da dorna. Apos a retirada do sobrenadante para
destilagdo, as células foram recicladas com adi¢do de novo caldo, diluido em
torno de 16 °Brix a uma temperatura de aproximadamente 30 °C.

Foram processadas sete bateladas sucessivas com as cepas iniciadoras
RL11 e CAl16, com a cepa FC9 foram processadas cinco bateladas devido ao
longo periodo fermentativo apresentado pela mesma, a alimentagdo das domas
foi realizada com caldo de cana diluido a 16 °Brix. A primeira alimentagio do
caldo foi realizada 4 temperatura de 40 °C de modo que aquecesse 0 mosto para
fermentagdo. A temperatura foi controlada para que dentro da dorna nio fosse
inferior a 25 °C. A adigio do caldo foi lenta levando em média
aproximadamente 6 h (variando de 2 a 9 h de abastecimento) ¢ adicionados de
forma que o indculo fosse agitado proporcionando desta maneira uma aera¢o
no mesmo para possivel multiplica«;ﬁo‘ celular inicial. Neste experimento ndo
foram estabelecidos os intervalos de alimentagdo das dornas, tanto quanto o
volume adicionado, procurando, portanto, adequar a cepa em experimento a um
intervalo fermentativo comum de 24 a 36 h. As fermentacSes foram realizadas
assim que foi esgotado o vinho procedente da multiplicagdo celular para a
formagio do pé-de-cuba, o qual constituiu 20% do volume da doma de 25 L. A
levedura iniciadora CA116 foi inoculada apés uma semana de intervalo de
fermentagdo com a cepa RL11, tendo sido esterilizadas as domnas de fermentacéo
¢ realizada a limpeza da sala de fermentagdo e do alambique; este mesmo
processo foi realizado entre as fermentagSes com as cepas CA116 e FC9.
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3.7 Anilise microbiolégica

Foram realizadas coletas de amostras para as analises microbiologicas do
inéculo a cada final do processo fermentativo e antes do inicio da proxima
batelada, visando acompanhar o desempenho da levedura inoculada, quanto a

viabilidade celular e domindncia no meio fermentativo.

Contagem de células
Apés a coleta das amostras, foi feita, imediatamente, a contagem do

nimero de células viaveis por mL. A contagem foi realizada em cimara de
Neubauer utilizando-se coloragdo por azul de metileno (Fink & Kuhles, 1993)
como indicador da viabilidade celular. Células com metabolismo ativo, viaveis,
permanecem incolores, enquanto aquelas com deficiéncia metabélica ou que
estejam invidveis, ficardo coradas de azul. Um volume da amostra (100 pL) foi
adicionado de igual volume de solugfio de azul de metileno (azul de metileno,
0,1 g.L" e citrato de sodio, 20 g.L""). Em todas as contagens foi necessaria uma
diluicdo para facilitar a visualizacdo das células presentes na cimara. A
contagem das células foi feita em microscopio dptico de campo claro com
aumento de 400 vezes. Foram contados 5 dos 25 quadriculos do quadrante
central da cimara de Neubauer (Bio-Rad Laboratories, 1992).

Contagem de células vidveis através de plagueamento
De cada amostra foram preparadas diluicdes decimais em agua

peptonada estéril (em gL' peptona de soja, 10,0; cloreto de sédio, 5,0). O
plaqueamento foi feito em meio de cultura complexo, DRBC (em g.L"': peptona
de soja, 5,0; glicose, 10,0; fosfato de potassio dibasico, 1,0; sulfato de magnésio,
0,5; dicloran, 0,002; rosa bengala, 0,025; agar, 15,0). As placas inoculadas
foram incubadas em B.0.D. por 48 h a 28 °C. Apés este intervalo de incubagio
foi realizada contagem e caracterizagdo morfologica das colonias de
microrganismos descrevendo tamanho, forma, elevagio, bordos, estrutura,



brilho, cor, aspecto, sendo registradas com os dados de procedéncia (nimero da
doma, dilui¢io da placa, data de coleta e repeti¢do). As placas com cerca de 30 -
300 col6nias de maior dilui¢do foram selecionadas para a retirada dos isolados

para caracteriza¢gdo molecular.

3.8 Caracterizacgio das células

Colénias de bactérias foram submetidas ao teste de Gram, e colonias de
leveduras foram purificadas e posteriormente cariotipadas por PFGE (pulse field
gel electrophoresis).

Teste de Coloraciio de Gram
Colonias de bactérias que cresceram no meio de cuitivo foram

submetidas ao teste de Gram, permitindo a distingio das bactérias em Gram-
positivas ¢ Gram- negativas. Este teste foi realizado apods crescimento da cultura
bacteriana em meio YEPG sélido (em g.L": extrato de levedura, 10,0; peptona
de soja, 20,0; glicose 20,0; agar 16,0) por 24 h (Pelczar, 1997; Stainer, 1993;
Prescott, 1990).

3.9 Purificagdo e manutengio dos isolados de leveduras

As colbnias de leveduras isoladas foram purificadas pelo método de
estrias compostas em meio YW (em g.L': extrato de levedura, 3,0; extrato de
malte, 3,0; peptona de soja, 5,0; glicose, 10,0; agar, 20,0) a pH 3,5 e incubadas a
28 °C por 24 h. A caracterizagio morfolégica das colénias de leveduras foi
realizada quanto a sua forma, sendo classificadas como: esferoidal, ovoidal,
cilindroidal, ogival, apiculata, forma-de-frasco ou triangular. As colénias puras
foram estocadas a 4 °C em meio de cultura YW inclinado. Apés 48 h de
crescimento em B.O.D a 28 °C, uma alcada de cada coldnia foi inoculada em
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700pL YEPG mais glicerol a 40%, (v/v) ambos estéreis em criovials e estocados
em freezer a - 20 °C.

3.10 Cariotipagem (PFGE - pulse field gel electrophoresis)

As leveduras selecionadas para cariotipagem eletroforética foram
estabelecidas de acordo com as caracteristicas morfoldgicas observadas em meio
de cultura DRBC. Todas as leveduras que apresentaram morfologia de colénia
diferente da coldnia da célula de levedura inoculada foram testadas. As colénias
de leveduras que apresentaram a mesma morfologia da coldnia inoculada foram
amostradas duas col6nias de cada batelada sucessiva, para cariotipagem.

As células selecionadas foram submetidas 4 analise de cariétipo PFGE,
seguindo a metodologia do equipamento com algumas modificagdes, sendo
utilizado o sistema CHEF DR II (Bio Rad). As leveduras foram crescidas
previamente em 2 mL YEPG liquido por 48 h em B.O.D. a 28 °C. Os tubos
foram agitados, sendo retirado 1 mL de cada célula pertencente as coldnias que
foram separadas para cariotipagem. O volume de 1 mL correspondente a cada
colonia foi vertido em ependorff e centrifugado a 5000 RPM por 5 min. O
sobrenadante foi descartado ¢ o “pellet” ressuspendido em 40puL de ‘Lising-
enzymes’ (10 mg/mL), levado ao banho-maria cuja temperatura estabelecida era
de 65 °C, acrescentado de 40uL de agarose 1,2% da marca BIO-RAD.

A mistura de enzima e agarose foi imediatamente distribuida em molde
de acrilico e esperado que os plugs solidificassem, para posteriormente serem
transferidos para tubo de ensaio contendo 500 pL. de CPE (acido citrico, 0,04M;
Na,HPO,, 0,06M; EDTA, 0,02 M), permanecendo por 30 min nesta solugo, e
posteriormente adicionado de 500puL de proteinase K (20 mg/mL, sendo
utilizado 0,4 mL de proteinase K e 7,6 mL da solugdo 3: EDTA, 0,45M; Tris, 10
mM; SDS, 0,03M), sendo incubado em banho-maria a 50 °C por 1 hora e 30
minutos. Apoés este periodo os plugs foram lavados com TE (Tris, 10 mM;
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EDTA, 0,78 mM) pH 8, sendo 3 lavagens a 50 °C por 15 min cada e 5 lavagens
a temperatura ambiente por 15 min cada.

Os plugs foram aplicados em gel de agarose 1,3% da marca SIGMA
(300 mL de agua destilada estéril diluida com tampdo TAFE: Tris, 0,2M;
EDTA, 7,8 mM; acido acético glacial, 0,09M, numa diluigio de 20X), e
processada a corrida em tampdo TAFE ( 4L de agua destilada estéril com 200
mL de tampao TAFE, numa dilui¢io de 20X).

Foram programados dois blocos para corrida, sendo o primeiro com
pulso inicial de 60 segundos, pulso final de 60 segundos, tempo de corrida 8 ha
6 Volts, o segundo bloco foi programado para pulso inicial 90 segundos, pulso
final 90 segundos, tempo de corrida 12 h a 6 Volts com angulo de 120°.
Cromossomos da levedura S. cerevisiae CA116 foram usados como padrio.
Terminada a eletroforese o gel foi corado com brometo de etideo ( 10 mg/mL,
sendo usados 50pL de brometo de etideo para 1,0 L de 4gua destilada) por 30
min; logo em seguida foi realizada a descoloragdo do gel em igua destilada por
30 min, sendo fotografado com cimara Polaroid. O gel foi visualizado através
do Transluminador de luz ultravioleta.

3.11 Destilacio

Apés o término de cada fermentagio, o mosto foi enviado a um
alambique com capacidade de 50 L de vinho, obtendo uma cachaca de 38 a 48%
de teor alcodlico. Quanto a destilagdo, foram separados os compostos resultantes
da fermentacdo, de acordo com ponto de ebulicio caracteristico de cada
substincia. Os produtos metabolicos microbianos mais volateis que o alcool
saem na primeira destilagdo, ou seja, na fragio chamada de cabega. O 4lcool
etilico apresenta ponto de ebuli¢io em torno de 78,5 °C; constituiu a segunda
porgdo da destilagdo, também chamada de coragdo. Os produtos menos volateis
que o alcool etilico sGo obtidos na ultima porgdo de destilagio, chamada de
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TABELA 3 Processo de destilagdo das scte bateladas realizadas através da cepa

RL11

DESTILAGOES | VINHO CORAGAO [CABECA | CORTE

RL11 Vo TA [VoL TA (VoL TA |va Ta | CNPDIMENTO
Primeira 28 |- 35 |43 073 [s4 [38 [28 [263%

Segunda 26 |- 40 {45 loss [e0 [a65 [29 [21,5%

Terceira 53 - 50 (45 {06 |61 |56 (30 [17.8%

Quarta 27 |- 55 (46 [os |es [as 25 |162%

Quinta 2% |- so (a5 [oas |63 [37 [27 [175%

Sexta 27 |- 60 |45 [os [e3 [as |27 [148%

Sétima 2% |- 60 (a5 [oas |65 |a4s [25 [150%

T.A. = medida de teor alcodlico.

O rendimento das sete destilagGes observado na Tabela 3, variou de 14,8
a 26,31%, numa média de 18%, aproximadamente 5,0 L de cachaca a cada
destilagdo a 45% de teor alcodlico; portanto, num volume de 26 L de vinho, para
cada 4,7 L de mosto (caldo de cana fermentado) foi produzido 1 L de Cachaga.
De acordo com Sales (2001), por meio da destilagio, o vinho proveniente da
fermentagio alcodlica devera produzir de 15 a 17% do volume de vinho
destilado em Cachaca, contendo de 38 a 48% de volume em alcool; portanto; o
rendimento das sete bateladas estava dentro do rendimento esperado para essa
bebida, extrapolando na segunda destilagdo. De acordo com a Tabela 3 pode-se
observar que as duas primeiras destilagdes apresentaram melhor rendimento que
as demais, que tenderam a diminuir ap6s a quinta destilagdo.

A contagem de células foi realizada ap6s enviar o vinho resultante da
fermentagdo ao alambique, processando agitagio manual das domas
ressupendendo as células as quais encontravam-se decantadas e o pé-de-cuba ¢

recolhido em tubos de ensaio estéreis para serem processadas as analises
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EDTA, 0,78 mM) pH 8, sendo 3 lavagens a 50 °C por 15 min cada ¢ 5 lavagens
a temperatura ambiente por 15 min cada.

Os plugs foram aplicados em gel de agarose 1,3% da marca SIGMA
(300 mL de agua destilada estéril diluida com tampdo TAFE: Tris, 0,2M;
EDTA, 7,8 mM; acido acético glacial, 0,09M, numa diluigdo de 20X), e
processada a corrida em tampdo TAFE ( 4L de agua destilada estéril com 200
mL de tampio TAFE, numa dilui¢do de 20X).

Foram programados dois blocos para corrida, sendo o primeiro com
pulso inicial de 60 segundos, pulso final de 60 segundos, tempo de corrida 8 ha
6 Volts, o segundo bloco foi programado para pulso inicial 90 segundos, pulso
final 90 segundos, tempo de corrida 12 h a 6 Volts com angulo de 120°.
Cromossomos da levedura S. cerevisiae CA116 foram usados como padrio.
Terminada a eletroforese o gel foi corado com brometo de etideo ( 10 mg/mL,
sendo usados 50pL. de brometo de etideo para 1,0 L de agua destilada) por 30
min; logo em seguida foi realizada a descoloragdo do gel em agua destilada por
30 min, sendo fotografado com cdmara Polaroid. O gel foi visualizado através
do Transluminador de luz uitravioleta.

3.11 Destilagiio

Apés o término de cada fermentagio, o mosto foi enviado a um
alambique com capacidade de 50 L de vinho, obtendo uma cachaca de 38 a 48%
de teor alcodlico. Quanto a destilagio, foram separados os compostos resultantes
da fermentagdo, de acordo com ponto de ebuligdo caracteristico de cada
substincia. Os produtos metabdlicos microbianos mais volateis que o alcool
saem na primeira destilagdo, ou seja, na fragio chamada de cabega. O alcool
etilico apresenta ponto de ebuligio em torno de 78,5 °C; constituiu a segunda
porgdo da destilagdo, também chamada de coragiio. Os produtos menos volateis
que o dlcool etilico sdo obtidos na ultima por¢io de destilagio, chamada de
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cauda, composta de acidos volateis ¢ alcoois superiores, 0s quais devem
permanccer no vinhoto, ou serem transferidos em porcdes discretas e suficientes
a0 coragao para a caracterizagdo da bebida (Maia, 1994).

Terminada a fermentagdo, o vinho foi recolhido ¢ o alambique foi
aquecido por chama a gas. Aquecido o vinho, os vapores eram condensados
sendo resfriados na serpentina e recolhido o destilado em tubo de vidro.
processando-se os cortes das fragdes cabega, coragdo e cauda, de acordo com o
volume de vinho obtido na fermentagdo. Na Figura 3, pode ser observado o

alambique utilizado no experimento.

FIGURA 3 Alambique utilizado no experimento

Através de testes preliminares, foram estabelecidos o volume de vinho
que corresponde a destilado, como também a porcentagem do destilado
correspondente a fragdo cabega para cada cepa utilizada no experimento.
Portanto para a cepa selecionada RL11, 17% do volume de vinho consistiram no
volume de destilado ¢ deste 10% corresponderam a fragdo cabega. embora com

as cepas sclecionadas CA116 ¢ FCY a cada 4L de vinho corresponderiam a 1L
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de destilado, sendo que do destilado 20% compbem a fragio cabeca,
padronizando a escala de laboratério utilizada neste trabalho. O corte da
destilagdo foi realizado quando se obtinha na fragdo coragdo um teor alcoolico
igual a aproximadamente 45% , constituindo o restante a fragio cauda.

As fragOes cabeca e cauda da primeira e segunda destilagdo foram
desprezadas, porém armazenadas SmL em geladeira a — 4 °C das destilagdes
posteriores, como também da fracio coragio de todos os destilados, para analise
cromatografica.

Foram amostrados apoés cada destilagdo 700 mL de cachaga para anilise
quimica no laboratorio de Andlises de Bebidas no DQI/UFLA e para
envelhecimento em barril de carvalho com capacidade de 5 L, foi coletado 1250
mL,

O teor de alcool foi medido a cada 700 mL de destilado que saia da
serpentina, por alcodmetro de mercirio, da marca MERCURIO, em proveta de
1000 mL, lendo-se através da escala Gay-Lussac.

3.12 Analise quimica da Cachaga

A analise quimica da bebida foi realizada no Laboratorio de Analises
Fisico-Quimica de Bebidas do Departamento de Quimica/UFLA. As anilises
fisico-quimicas realizadas da bebida, correspondem aos teores de densidade
relativa, cobre, extrato seco, grau alcodlico real, acidez volatil em acido acético,
alcool superior, aldeidos em aldeido acético, ésteres em acetato de etila e alcool
metilico encontrados na cachaca. Estas analises foram realizadas de acordo com
as normas do Ministério da Agricultura.

3.13 Anilises cromatogrificas
Foram adotadas as seguintes condigGes para o cromatografo: temperatura
de 250 e 240 °C, para o detector e injetor, respectivamente; volume de inje¢do de
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1pl de amostra, na proporgio de 1:1:1, sendo, na sequéncia, ar-amostra-ar e
razio de split 15; nitrogénio como gas de arraste a 7,8 psi por 2, passando a 10,6
psi (0,42 psi/min) e finalmente chegando a 14,0 psi (1,27 psi/min); temperatura
da coluna (30m x 0,25mm, C-wax 20M - 0,25um de espessura) a 32 °C por 2min
100 °C ( 10 °C/min) e finalmente a 180 °C (30 °C/min).

As amostras de mosto (vinho e vinhoto) foram centrifugados a 5.000
rpm 2 4 °C por 15 min, juntamente com as amostras do destilado (cabeca, cauda
e coragao), foram injetados com padrio interno (tolueno), o qual ¢ ausente tanto
nos destilados quanto em fermentagio de cana-de-agucar.

Os compostos acetaldeido, etanol, 1-propanol, isobutanol, isoamilico,
amilico, 1-hexanol e acido acético, foram pré-estabelecidos através de prévia
identificacdo dos tempos de retengdo dos padrées das marcas Sigma, Aldrich,
Merck e Supelco. Para determinacdo do etanol (composto de maior concentragio
na amostra) foi adotado um padrio separado dos demais compostos, utilizando
acetona (99,9%) como solvente, sendo que para outros compostos utilizou-se o
proprio etanol (96%) como solvente. As amostras, para determinagio do etanol,
tiveram diluicdo de 100x e 20x para os destilados e fermentados,
respectivamente.

3.14 Envelhecimento da cachaga

A fracdo coragdo de cada batelada foi armazenada em garrafio de vidro
com capacidade de SL; portanto, obtendo-se 4 garrafSes envasados com
cachaca. A cada destilagdo realizada foi armazenado em barril de carvalho do
tipo tonel horizontal, 1250 mL da bebida para o envelhecimento. Os trés barris
utilizados no experimento (um barril para cada cepa selecionada fermentada),
tem capacidade para 5L de cachaca. A bebida foi deixada envelhecer por um
periodo de 30 dias, para posterior anilise quimica (analise realizada no
laboratério de Analises de Bebidas - DQI/UFLA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Processos fermentativos em bateladas sucessivas

Inéculo com Saccharomyces cerevisiae selecionada (RL11, CA116 e FC9)

A populagio microbiana viavel presente na doma 1 foi de 5,0 x 10’
cel.mL’ e de 3,3 x 107 cel.mL" na doma 2 no indculo preparado com a cepa
RL1. Nas dornas onde a cepa CA116 foi inoculada encontraram-se populagdes
de 1,3 x 10® cel.mL™" e 1,07 x 10® cel.mL"' nas domnas 1 e 2, respectivamente.
Saccharomyces cerevisiae FC9 apresentou populagio microbiana de 0,5 x 107
cel.mL ™' na doma 1 € 0,9 x 107 cel.mL™ na dorna 2. Foi possivel observar que a
taxa de multiplicagdo celular ndo foi semelhante nas dornas inoculadas com a
levedura FC9.

Fermentacdes com RL11
O pé-de-cuba foi formado por células que se decantaram apds o consumo

de acucar, formando uma massa compacta, necessitando de uma agita¢do
intensa para que as células fossem ressuspensas tanto para coleta de amostra
quanto para iniciar o periodo fermentativo. Das sete bateladas, a primeira ¢ a
quinta tiveram periodo fermentativo de 36 ¢ 24 h, respectivamente, as outras
bateladas tiveram um periodo fermentativo maior, variando de 41 a 49 h. Os
valores da variagiio de temperatura, pH, concentragio de solidos soliveis totais
(°Brix) podem ser observados na Tabela 2.

O caldo de cana-de-aguicar ‘in natura’ utilizado apresentou valores de pH
entre 5,2 e 5,8; portanto, adicionando caldo sucessivamente as dornas de
fermentagdo esperava-se um aumento no valor de pH. De acordo com Schwan et
al. (2001), valores de pH proximos a 4 propiciam a propagagdo de

microrganismos contaminantes do processo fermentativo. O decréscimo de
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valores de pH € um fenémeno comum durante a fermentagio alcoolica, devido a
produgdo de acidos por algumas espécies de leveduras e também pelas bactérias
do acido latico € acético que podem contaminar a fermentagio (Schwan et al.,
2001). A variagdo do pH estd relacionada com a concentragdo alcodlica e
movimento de prétons na célula, uma vez que a concentragiio alcoélica aumenta
o valor de pH para maior de acordo com a concentragio de etanol, ¢ que a sua
diminuicdo ocorre devido & expulsdo extracelular de prétons H', e o etanol
provoca um retorno passivo de H' para a célula (Walker, 1998).

TABELA 2 Descrigio do periodo de abastecimento das dornas, durante sete
bateladas sucessivas realizadas com  inéculo preparado com
Saccharomyces cerevisiae RL11

BATELADA ALIMENTACAO DENTRO DA DORNA
RLI11 Temperatura Duragéio Volume
°c (h) (L) | °c %Brix pH  PF
Variaglo 40-25 | 9:30-16:30 20-40 [27-30 |8-0 2,94 -3,58
¥ Media 29 7:00 23 % |6 327 36
Variagio 40-30 |1400-16:10 [ 1,0~-40 |25-30 [10-0 |3.13-357
z Média 32 210 24 29 |5 331 4
Variagio 40-30 |8:00-1630 [03-40 |2331 [6-0 |331-3,56
3 Média 35 330 20 5|4 341 47
Variagio 40-30 |7:45-1630 [14-40 |23-31 [8-0 [328-3.62
¢ Média 34 9:00 272 28 |5 344 4
Variagio 40-25 |855-1530 |12-40 [2834 [9-0 |320-3.48
5 Média 3 700 268 |32 |8 3.40 2
Variagdo #0-30 | 15:00-1735 |14-60 [26-34 [10-0 |329-3.53
¢ Média 3 330 335 ) 342 4
Variagao 40-25 | 11:50-1430 | 1,2-4,0 |26-31 |10-0 |326-3.49
s Meédia 31 %00 3, % |7 3410 49

PF = duragdo do periodo fermentativo em horas.

A temperatura variou em média durante as bateladas de 29 °C a35°C, a
concentragio de sélidos soluveis totais (*Brix) dentro das dornas teve média de 4
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a 8 durante o periodo fermentativo (Tabela 2). O valor de pH encontrado foi de
valor minimo de 2,94 ¢ maximo de 3,58, sendo menor nas duas primeiras
bateladas (Tabela 2).

A fermentagdo alcodlica mostrou-se homogénea durante as sete
bateladas, apresentando cheiro suave de fruta, grande numero de microbolhas no
mosto, fazendo-se notar uma agitacdo intensa do mesmo. Nio ocorreu formagio
de espuma espessa; os 10% do volume da doma destinados a essa finalidade
constituiram 2,5 L da capacidade de espuma que poderia ser formada na domna,
ndo foram utilizados.

Apos recolher todo o vinho drenado, o0 mesmo foi enviado ao alambique
para processar a destilagdo. Os vapores, quando em contato com a agua fria
retida no recipiente que continha a serpentina, condensavam e foram recolhidos,
processando-se cortes das fragGes denominadas de cabeca, coragdio ¢ cauda. A
temperatura na saida da serpentina de todos os destilados apresentava-se em
torno de 25 °C. Os resultados desse processo da produgio de cachaga podem ser
observados na Tabela 3.

Do vinho recolhido foi processado calculo de 17% em relagio
vinho/cachaca; desse volume 10% correspondem a fragio cabega. Toda porgdo
recolhida da serpentina, quando completada; 0,7 L foram vertidos em proveta e
processada a leitura correspondente ao teor alcodlico. Apés ter sido recolhido o
volume da fragdo cabega, foi recolhida a fracfio correspondente ao coragio,
sendo depositado em balio volumétrico de capacidade 6L, até atingir
aproximadamente 45% de teor alcodlico. Das fragdes cabeca ¢ cauda foram
recolhidos 2mL para anilises cromatograficas, sendo o restante desprezado;
porém, da fragdo coragdo foram recolhidos 0,8 L para analises e o restante
deixado em barril de carvalho para o processo de maturagio.



TABELA 3 Processo de destilagio das sete bateladas realizadas através da cepa

RLI11

DESTILACOES | VINHO CORAGAO |caBEca CORTE

RLH Vo. TA |vo. TA [Vo. TA (Vo Ta RENDIMENTO
Primeira 28 |- 35 |43 |07 |54 |38 [28 [263%

Segunda 26 |- 40 {45 Joes |60 (465 [29 [21,5%

Terceira 23 |- 50 45 (66 {61 [56 (30 |17.8%

Quarta 27 |- s5 {46 o5 |es as |25 |ie2%

Quinta AR E 50 |45 (o045 [63 |37 [27 [17.5%

Sexta 27 |- 60 |45 fos |63 [as |27 ia8%

Sétima 26 60 |45 |oas |es [aas [25 [1s5.0%

T.A. = medida de teor alcoodlico.

O rendimento das sete destilagSes observado na Tabela 3, variou de 14,8
a 26,31%, numa média de 18%, aproximadamente 5,0 L de cachaga a cada
destilacdo a 45% de teor alcodlico; portanto, num volume de 26 L de vinho, para
cada 4,7 L de mosto (caldo de cana fermentado) foi produzido 1 L de Cachaga.
De acordo com Sales (2001), por meio da destilagdo, o vinho proveniente da
fermentagio alcodlica devera produzir de 15 a 17% do volume de vinho
destilado em Cachaga, contendo de 38 a 48% de volume em alcool; portanto; o
rendimento das sete batcladas estava dentro do rendimento esperado para essa
bebida, extrapolando na segunda destilagdo. De acordo com a Tabela 3 pode-se
observar que as duas primeiras destilagdes apresentaram melhor rendimento que
as demais, que tenderam a diminuir apds a quinta destilagao.

A contagem de células foi realizada apés enviar o vinho resultante da
fermentagio ao alambique, processando agitagdo manual das domas
ressupendendo as células as quais encontravam-se decantadas e o pé-de-cuba é
recolhido em tubos de ensaio estéreis para serem processadas as analises
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microbiologicas. A variagdo da populagdo microbiana em contagem celular pode

ser observada na Tabela 4.

TABELA 4 Populagio microbiana vidvel encontrada durante as fermentagdes
em bateladas sucessivas

Bateladas Células viaveis (cel. mL™)
DI D2

Primeira ' 5,1x10 8,0x 10’
Segunda 5,8x 10 8,9x 10
Terceira 6,9x 10’ 9,7x 10
Quarta 7,5x 10 6,6 x 10
Quinta 83x10 7,2x 10’
Sexta 89x10 7,8x 10
Sétima 31,3x 10’ 18,9 x 10’

Legenda: D1 =doma 1; D2 = doma 2.

Durante as fermentagdes o numero de células vidveis permaneceu na
ordem de 107 cel.mL™. Quando da comparagio entre as bateladas sucessivas foi
observada uma variago de 5,1 2 31,3 x 107 cel.mL" Foi observado que na dorna
1 houve aproximadamente uma popula¢io 5% maior que a da doma 2. Esta
variagdo pode estar relacionada a divisdo do indculo (corte) feito nas domnas no
momento de formaggo do pé-de-cuba.

Fermentacées com CA116
A populagio microbiana inoculada na doma 1 foi de 1,3 x 10® cel.mL™ e

1,07 x 10° celmL’ na domna 2. A cepa selecionada CA116 apresentou a



capacidade de floculagio (Figura 4). o que facilitou o processo de sedimentacio
das células no final de cada batelada do processo fermentativo.

O tempo de fermentagdo das bateladas sucessivas com a S. cerevisiae
CA116 variou entre 30 a 49 h. Como realizado com as fermentacdes com o
inoculo da RL11, o abastecimento das dornas com caldo de cana-de-agticar novo

¢ estéril foi por um periodo médio em torno de 5 h.

FIGURA 4 Floculagdo da cepa sclecionada CA116, apos fermentagdo do caldo
de cana-de-agucar.

Os valores de pH variaram entre 2,26 a 3,59 (Tabela 5) durante as
batcladas realizadas. Observou-se durante este experimento que valores de pH e
Brix aumentavam com abastecimento de caldo as domnas, porém dado um
intervalo maior de abastecimento estes valores diminuiam devido ao
metabolismo das leveduras.

Os valores dentro da doma de temperatura, pH, °Brix, foram medidos
assim que novo caldo de cana foi vertido nas dornas, num periodo maximo apos
5 min de abastecimento das dornas. Dentro das dornas os valores de temperatura
variaram entre 26 a 34 °C, variando em média em torno de 31 °C; portanto,
mesmo que a média de abastecimento tenha sido em tomno de 29 °C, dentro das

domas houve esse aumento, justificado pelo metabolismo dos microrganismos
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constituintes do mosto. O teor de sélidos soliveis totais (°Brix) dentro das
dornas apresentou valores entre 12 a 7 nas sete bateladas realizadas; em média

ocorreu uma variagio de 7 °Brix.

TABELA 5 Descrigio do periodo de abastecimento das dornas, durante sete
sucessivas bateladas realizadas com a Saccharomyces cerevisiae CA116

BATELADA ALIMENTACAO DENTRO DA DORNA
CAl16
Duracio °c (L) °c °Brix pH PF
Variaggo | 15:00-19:10  |40-35 |40 30-34 [10-0 |289-3,59
. 48
' Media 210 39 30 3 3 327
Variagio | 17.00-1850  |40-35 |2-6  |29-34 [12-0 |297-362
. 69
2 Média 1550 29 50 3 3 339
Variaggo | 10501800  |40-25 |0,5-4 |30-34 |9-0 |295-3.30
52
3 Média 7110 28 17 31 3 3.5
Vamiagio | 15:15-19:10  |40-25 |1-4  |28-31 |11-0 |293-3.48
. 4
Média 400 77 24 30 9 324
Variagio | 8:05-17:00 40-25 105-20 |28-30 |[8-0 |226-3.29
. 30
> Média 5:00 26 136 T 5 3.06
Variaggo | 1420-18:10 | 40-25 |1-4  [28-31 |11-0 |3,01-3,57
. 44
6 Média 210 ) 30 30 3 332
Varagio | 1035-1630  |40-25 |1-4  |26-33 [7-0 |3.10-331
» 47
Média 6:00 27 23 30 5 322

PF = duragio do periodo fermentativo em horas.
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Durante todo o processo fermentativo com a cepa CA116 houve um
aroma intenso, caracteristico de fermentagSes de cachaga de alambiques da
regido. Ocorreu a formagio de espuma que ocupou um volume de 3,3% do
volume destinado a essa finalidade, com formagdo de bolhas heterogéneas.

A contagem da populagio microbiana das domas foi realizada apés
enviar o vinho resultante da fermentagio ao alambique. Esgotado o vinho, as
dornas passaram por uma agitac3o manual, para ressuspender as células que se
encontravam decantadas apés fermentagio. Nesse experimento ndo foi
necessaria uma agitagio intensa, uma vez que a massa celular era consistente, no
que diferia da massa celular formada pela cepa RL11 que era compacta.

TABELA 6 Numero de células vidveis durante a fermentagio realizada com a

cepa iniciadora CA116
Bateladas Células viaveis (cel. ml™)
D1 D2

Primeira 1,3 x10° 1,07 x10°
| Segunda 1,5 x10° 1.8 x10°
Terceira 1,7 x10° 2,1x10°
Quarta 4,5 x10° 5,1 x10°
Quinta 3,2x10° 1,3 x10®
Sexta 1,5 x10® 2,0x10°
Sétima 5,1 x10° 5,3 x10®

D1 =doma 1; D2 =doma 2.
A populagio microbiana permaneceu na ordem de 10° cel.mL”, durante

as sete fermentagGes, variando de 1,07 x10° cel.. mL™' a 5,3 x10® cel.mL". Em
ambas as dormas a populagio microbiana tendeu a aumentar até a quarta
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fermentagdo, tendo a populagio reduzida da quarta para quinta batelada em
16,9% na doma 1 € 59,4% na doma 2 .

Terminada a fermentagdo, o vinho foi recolhido e enviado ao alambique
para o processo de destilagdo. A primeira destilagdo foi descartada, uma vez que
€ resultante do corte realizado para a multiplica¢do celular. A Tabela 7 descreve
o processo de destilagio durante as sete bateladas realizadas com a cepa
iniciadora CA116.

TABELA 7 Processo de destilagio das sete bateladas realizadas através da cepa

iniciadora CA116
DESTILAGOES | VINHO CORAGAO CABECA CORTE RENDIMENTO
RL11 Volume T.A. |Volume T.A |Volume T.A |Volume TA
Primeira - - - - - - - - -
Segunda 41 - 4,0 4 2,1 58 6,1 35 16,4%
Terceira 35 - 3,0 45 1,8 60 48 40 20,8%
Quarta 32 - 3,0 4 1,6 59 46 37 21,8%
Quinta 30 - 2,0 43 1,5 56 35 40 30,0%
Sexta 34 - 30 46 1.7 60 4,7 40 20,6%
Sétima 40 - 3,0 48 20 60 50 41 20,0%

T.A. =medida de teor alcodlico. Volume medido em litros.

O volume de vinho destilado durante as seis destilagSes variou entre 30 a
4] L, sendo que do volume de vinho em cada destilagdo obteve-se um volume
de fragdo cabega, volume este entre 1,5 a 2,1 L correspondendo entre 56 a 60%
de teor alcoodlico; 4 L foi o maior volume obtido de coracio a 44% de teor
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alcoodlico, o volume de coragiio dentre os demais destilados variou entre 2 ¢ 3L e
o teor alcodlico foi expresso em até 48%, sendo o minimo de teor alcodlico
obtido com os destilados de 43%, Tabela 7. O corte foi feito quando se
obtiveram aproximadamente 45% de teor alcodlico, quando o iltimo teor que
compunha o destilado estava entre 35 a 41% de teor alcodlico. O rendimento das
bebidas variou entre 16,5% a 30%, uma vez que o menor rendimento foi obtido
através da segunda destilagdo ¢ o maior, 30%, foi obtido na quinta destilagio;
aproximadamente houve um rendimento de 21,6% , produzindo 3L de cachaga a
cada destilagdio a 45 % de teor alcodlico.

Nos testes preliminares, a primeira cachaga resultante da destilagio apés
a primeira fermentagio revelou que os valores de compostos fisico-quimicos
encontrados na bebida extrapolaram os limites exigidos pelo Ministério da
Agricultura, sendo confirmado com a cepa RLI11; portanto, foi descartada a
primeira destilagdo proveniente das fermentagSes com as cepas selecionadas
CAll6 e FC9. A temperatura do destilado na saida da serpentina apresentou
uma variagio respectivamente durante as destilagées, sendo de 25, 32, 27, 25, 26
e 25 °C, influenciando na corregio do teor alcoélico real, medido a 20 °C nas
analises no Laboratério de Aguardente (DQI/UFLA).

Fermentacdes com FC9
A temperatura dentro das dornas variou entre 25 a 34 °C, em média foi

em torno de 29 °C (Tabela 8 ). O teor de s6lidos soltveis variou de 7 a 11 °Brix,
em média durante as cinco bateladas foi de aproximadamente 8 °Brix e os
valores de pH tiveram uma média de aproximadamente 3,13, variando durante
as bateladas de 2,85 a 3,58.

Durante o abastecimento, valores de pH e °Brix aumentavam e
comecavam a baixar apés um periodo de aproximadamente 3 h, tendendo a

aumentar com novas adigoes de caldo, no processo fermentativo. Foi observado
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cheiro suave de fruta e intensa formagdo de microbolhas, as quais n3o formaram

espuma na superficie da dorna.

TABELA 8 Descri¢do do periodo de abastecimento das dornas, durante as sete
bateladas sucessivas realizadas com Saccharomyces cerevisiae FC9

BATELADA ALIMENTAGAO DENTRO DA DORNA
FC9 Duragio Temperatura  Volume
(h) °c (L) Temperatura®C °Brix  pH PF
1 Variagio 8:20 - 40-351-4 27-34 g8-0 285-335
18:05 97
Média 10:00 38 3.0 31 6 3.16
2 Variagio 9:50 - 40-25 |2-4 29-34 10-0 |298-3,54
15:50 7
Média 6:00 30 33 32 9 334
32 Variagio 9:20 - 40-25 |0,5-4,0 25-33 10-0 |294-3,40
17.30 144
Média 8:10 27 2.0 29 7 2,84
4 Variagio 8:05 - 40-25 | 4,0 25-31 11-0 |3,09-3,50
12:10 72
Média 4:05 35 4.0 29 9 3,29
5 Variagdo 8:30- 40-25 10,5-3,0 26-29 -0 |323-3,58
16:30 96
Média 7:00 26 1,0 24 7 3,04

PF = dura¢do do periodo fermentativo.

TABELA9 Numero de células viaveis durante a fermentagdo realizada com a
Saccharomyces cerevisiae FC9

Bateladas Células viaveis x10° cel. . mL”

D1 D2
Primeira 1,1 x10’ 1,04 x10’
Segunda 1,3 x10’ 1,2 x10’
Terceira 1,5 x10’ 2,1 x10°
Quarta 1,7x10" 7,95 x10’
Quinta 1,97 x107 8,4 x10°

D1 =doma 1; D2 =doma 2.
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O numero de células viaveis na domna 1 antes da divisio com a dorna 2
foi de 9,4 x 107 cel. mL"; apds a divisio a populagio microbiana foi de 0,5 x 10’
cel.mL"' na doma 1 ¢ na dorna 2 de 0,9 x 107 cel.mL™". A populag¢io microbiana
durante as cinco bateladas posteriores as fermentagdes, pode ser observada na
Tabela 9.

No decorrer das bateladas houve pequeno aumento na populacio
microbiana, embora na dorna 2 esse aumento foi de 46,43% a mais que a
populagdo microbiana na doma 1 (Tabela 9).

Durante as cinco bateladas o nimero de células viaveis permanecen na
ordem de 107 celmL™ apresentando uma variagdo de 1,04 x107 cel.mL” a 8.4

x107 cel.mL"', entre as duas repeti¢des, dorna 1 e dorna 2.

TABELA 10 Processo de destilagio das cinco bateladas realizadas com
Saccharomyces cerevisiae FC9

DESTILAGOES VINHO CORACAO CABECA CORTE RENDIMENTO
RL11 Volume T.A |Volume T.A |Volume T.A |Volume T.A

Primeira - - - - - . - - -

Segunda 33 - 3 45 1,7 59 4,7 39 21,2%

Terceira 28 - 3 45 14 61 44 35 21,4%

Quarta 30 - 3 443 |15 60 45 34 23,3%

Quinta 30 - 3 45 1,5 60 4,5 38 23.3%

T.A. = medida de teor alcodlico. Volume medido em litros.

Observou-se que nas quatro destilagSes foi obtido 0 mesmo volume da
fragdo coragdo 3 L; porém, o teor alcodlico da mesma variou entre 43 e 45%. A
fracdo cabeca variou em volume de 1,4 a 1,7, sendo que nas duas ultimas
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destilagdes foram obtidos valores iguais tanto no volume quanto no teor de
alcool (60%). Os cortes da destilagio foram feitos quando o teor de alcool
atingiu de 34 a 38%, de acordo com a Tabela 10. A temperatura do destilado,
apos sair da serpentina variou, respectivamente, 28, 25, 22 e 25 °C. Estes valores
alteraram o teor alcoélico real da bebida que deve ser lida no alcodmetro a 20°C.

O rendimento das destilagdes variou entre 21 e 23% no decorrer das
quatro destilagdes, sendo que a terceira ¢ quarta destilagGes apresentaram o
mesmo rendimento; em média essa cepa apresentou um rendimento de 22,3% ,
produzindo 3,0 L de cachaga por destilagio a 45% de teor alcodlico.

4.2 Populagio microbiana

Amostras do inéculo retiradas no final de cada processo fermentativo
foram analisadas para avaliagio da populagdo microbiana. As dornas de
fermentagio foram abastecidas com caldo de cana de agucar fresco, estéril,
diluido com agua destilada a 16 °Brix. O abastecimento nas dornas variou
aproximadamente entre 6 a 8 h, sendo que o primeiro caldo adicionado foi
aquecido a 40 °C e os demais caldos aquecidos de acordo com a temperatura
interna das domnas; portanto, a temperatura de aquecimento do caldo variou de
25 °C a 40 °C. Quando zerado o °Brix, o vinho resultante do processo
fermentativo foi recolhido e enviado ao alambique para ser destilado, restando
nas domnas o inéculo (pé-de-cuba) sedimentado devido a floculagdo das células.
Do pé-de-cuba, foram amostrados 7mL em tubo de ensaio estéril, um
correspondente a cada doma para anilises, uma vez que desse volume, 2mL
foram destinados imediatamente a analises microbiologicas, sendo que os
demais 5 mL correspondem a0 volume armazenado para analises
cromatograficas Os resultados das analises microbiologicas, obtidos com as trés
leveduras inoculadas nas repetigbes no sistema de batelada podem ser
observados na Tabela 11.
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dominancia no decorrer das bateladas como nos outros dois experimentos
anteriores (Tabela 11).

A maior populagdo leveduriforme foi obtida nos experimentos cujo
inoculo foi preparado com a levedura RLII. seguido da cepa FC9. A S
cerevisiae CA116 apresentou uma variagio maior entre o nimero de colnias
inoculado em relagdo ao niimero de coldnias totais.

De acordo com Schwan et al. (2001), durante a fermentacdo natural e
espontanea de caldo de cana-de-agiicar para produgdo de cachaca varios grupos
de microrganismos estdo presentes, sendo que as leveduras sio encontradas em

maior percentual.

Leveduras
Apoés a avaliagdo da populagio total e leveduriforme, as col6nias

presentes foram analisadas e repicadas para o teste de PFGE para confirmacio
do caridtipo das cepas inoculadas. A descricio das diferentes colnias
observadas durante todo o experimento pode ser observada na Tabela 12,
relacionando as caracteristicas observadas das diversas col6nias com seu
respectivo percentual durante todo o processo fermentativo realizado pelas cepas
de leveduras.

A porcentagem de cada colénia na placa foi calculada separadamente
para cada cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada no experimento;
portanto, as col6nias de 1 a 11 pertencem a cepa RL11 durante as quatro
bateladas. Entretanto, as colonias de 12 a 15 foram relativas a cepa CALlI6, ¢ as
demais colonias foram originadas do processo fermentativo das quatro bateladas
através do in6culo preparado através da cepa FC9.

Na producdo de Cachaga pode acontecer que outras leveduras estejam
presentes no processo fermentativo, ndo sendo a levedura selecionada para

produgido dessa bebida. De acordo com Cabrini ct al. (1999), leveduras
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destilagdes foram obtidos valores iguais tanto no volume quanto no teor de
alcool (60%). Os cortes da destilagio foram feitos quando o teor de alcool
atingiu de 34 a 38%, de acordo com a Tabela 10. A temperatura do destilado,
apos sair da serpentina variou, respectivamente, 28, 25, 22 ¢ 25 °C. Estes valores
alteraram o teor alcodlico real da bebida que deve ser lida no alcodmetro a 20°C.

O rendimento das destilagdes variou entre 21 e 23% no decorrer das
quatro destilagdes, sendo que a terceira e quarta destilagGes apresentaram o
mesmo rendimento; em média essa cepa apresentou um rendimento de 22,3% ,

produzindo 3,0 L de cachaga por destila¢do a 45% de teor alcodlico.

4.2 Populaciio microbiana

Amostras do indéculo retiradas no final de cada processo fermentativo
foram analisadas para avaliagio da populagio microbiana. As domnas de
fermentacdo foram abastecidas com caldo de cana de acucar fresco, estéril,
diluido com agua destilada a 16 Brix. O abastecimento nas dornas variou
aproximadamente entre 6 a 8 h, sendo que o primeiro caldo adicionado foi
aquecido a 40 °C e os demais caldos aquecidos de acordo com a temperatura
interna das dornas; portanto, a temperatura de aquecimento do caldo variou de
25 °C a 40 °C. Quando zerado o °Brix, o vinho resultante do processo
fermentativo foi recolhido e enviado ao alambique para ser destilado, restando
nas dornas o inéculo (pé-de-cuba) sedimentado devido a floculagio das células.
Do pé-de-cuba, foram amostrados 7mL em tubo de ensaio estéril, um
correspondente a cada domna para analises, uma vez que desse volume, 2mL
foram destinados imediatamente a analises microbioldgicas, sendo que os
demais 5 mL correspondem ao volume armazenado para analises
cromatograficas Os resultados das analises microbioldgicas, obtidos com as trés
leveduras inoculadas nas repetigbes no sistema de batelada podem ser
observados na Tabela 11.
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Como pode ser observado na Tabela 11, a cepa selecionada FC9 nio foi
avaliada na sexta e sétima bateladas, uma vez que a mesma apresentou apenas
cinco bateladas sucessivas devido ao fato de ser inviavel quanto ao periodo
fermentativo

A populagio microbiana total presente no inoculo realizado com a cepa
RL11, durante a primeira, segunda, terceira e quarta bateladas, variou de 17,2 x
10" UFC.mL" a 23,3 x 10" UFC.mL". A populagdo leveduriforme avaliada pelo
meio de cultivo DRBC e morfologia de colonias apresentou uma variagio entre
16,5 2 22,7 x 10" UFC.mL" nas domas durante as sete repetiges realizadas
(Tabela 11). A populagio da cepa RL 11 representou nas sete bateladas um
percentual de 96% em relagio a populagio total. Esses resultados indicaram que
a levedura Saccharomyces cerevisiae RL 11 apresentou tanto caracteristica de
persisténcia quanto dominincia nas dornas de fermentagio.

O inéculo realizado com a levedura Saccharomyces cerevisiae CA116
apresentou um aumento na populagdo inicial de aproximadamente 89,7% a mais
em relagdo a cepa RL11 (Tabela 11). Conforme também observado nos
experimentos com a cepa RL11, as variagdes de populagdes foram baixas no
decorrer das sete bateladas sucessivas. Observou-se que a colénia
correspondente & cepa CA 116 inoculada nas domas teve uma variagio no
decorrer das sete bateladas de 64,5 a 268 x 10’ UFC.mL" | uma vez que a
variagio da populagio microbiana total nas dornas foi de 108 a 306 x 107
UFC.mL" (Tabela 11). A populagio da cepa inoculada foi elevada no decorrer
das bateladas sucessivas realizadas, indicando ser também esta cepa uma
levedura que tem capacidade de persistir ¢ dominar outras contaminantes
oriundas da fermentagdo natural, uma vez que na primeira batelada representava
59,7 % das colonias na placa na primeira batelada, ¢ na sétima batelada
correspondeu a 94,7% de coldnias da placa.
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TABELA 11 Populagio microbiana total e das leveduras selecionadas nas
quatro bateladas sucessivas do processo fermentativo

RL11 Total CAll6 Total FC9 Total
Batelada | x 10’ UFC.mL” |x 10’ UFC.mL" | x 107 UFC.mL" | x 107 UFCmL" | x 10" UFCl” | x10° UFC.mL"
Primeira | 19,1 199 64,5 108 12 14
Segunda | 16,5 172 95 144 86 93
Terceia | 21,2 24 1225 179.5 234 253
Quarta [ 226 233 206 254 243 253
Quinta |21.2 21,7 268 306 16,0 16,6
Sexta 27 232 252 266 - -
Séima | 21,5 23,1 257 280 - -

A Saccharomyces cerevisiae FC9 foi, dentre as trés cepas avaliadas, a
que apresentou uma menor taxa de multiplicagio celular; na primeira batelada
constituia apenas de 1,2 x 10’ UFC.mL", enquanto que na primeira batelada a
cepa selecionada RL11 foi representada por 19,1 x 10’ UFC.mL" e as colénias
que caracterizavam a cepa inoculada &s dornas CA116 foram representadas por
64,5 x 10’ UFC.mL" das colénias enumeradas na placa durante o experimento
(Tabela 11). Essa populagdo foi em média aproximadamente 93% menor que as
obtidas com os inéculos preparados com as cepas RL 11 e CA 116. Apés a
segunda batelada ocorreu uma fase de multiplicagio celular ¢ a populagdo
leveduriforme variou dentre as cinco bateladas de 1,2 x 10’ UFC.mL™” 2 24,3 x
10’ UFC.mL" (Tabela 12). A populagdo leveduriforme apresentou persisténcia e
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domindncia no decorrer das bateladas como nos outros dois experimentos
anteriores (Tabela 11).

A maior populacio leveduriforme foi obtida nos experimentos cujo
inculo foi preparado com a levedura RL11, seguido da cepa FC9. A &S
cerevisiae CA116 apresentou uma variagio maior entre o numero de coldnias
moculado em relagio ao nimero de coldnias totais.

De acordo com Schwan et al. (2001), durante a fermenta¢io natural e
esponténea de caldo de cana-de-agiicar para produgio de cachaga varios grupos
de microrganismos estdo presentes, sendo que as leveduras sio encontradas em

maior percentual.

Leveduras
Apos a avaliagio da populagio total e leveduriforme, as coldnias

presentes foram analisadas e repicadas para o teste de PFGE para confirmagdo
do cariétipo das cepas inoculadas. A descri¢io das diferentes coldnias
observadas durante todo o experimento pode ser observada na Tabela 12,
relacionando as caracteristicas observadas das diversas colGnias com seu
respectivo percentual durante todo o processo fermentativo realizado pelas cepas
de leveduras.

A porcentagem de cada colénia na placa foi calculada separadamente
para cada cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada no experimento;
portanto, as colénias de 1 a 11 pertencem & cepa RL11 durante as quatro
bateladas. Entretanto, as colonias de 12 a 15 foram relativas 4 cepa CA116, e as
demais colonias foram originadas do processo fermentativo das quatro bateladas
através do inéculo preparado através da cepa FC9.

Na produgdo de Cachaga pode acontecer que outras leveduras estejam
presentes no processo fermentativo, nio sendo a levedura selecionada para
producdo dessa bebida. De acordo com Cabrini et al. (1999), leveduras

66



contaminantes podem dominar o fermento preparado, tanto o selvagem quanto o
fermento utilizando levedura de panificagio em poucos dias, ja no inicio da
safra. A dificuldade de persisténcia ¢ dominincia de cepas Saccharomyces
cerevisiae em processo fermentativos realizados com cepas ndo selecionadas ja
foi observada por outros autores que trabalharam com fermentagio alcodlica
para produgio de ilcool combustivel (Wheals et al., 1999) e também de cachaga
(Gomes et al., 2002). Provavelmente esta substituicio de cepas de S. cerevisae
apos bateladas sucessivas, pode ser devido a alguns fatores como agressividade
na competi¢io por nutrientes, maior velocidade de multiplicagdo, pressdo de
selecdo favoravel e proporgdo inicial significativa.

Das colénias listadas na Tabela 12 as de numeros 2, 12 e 16
correspondem as células de leveduras inoculadas nas domas de fermentagdo,
sendo respectivamente RL11, CA116 ¢ FC9.

Durante as fermentagdes com a cepa selecionada RL11, a col6nia que
corresponde a levedura inoculada representou 98,0% de todas as demais que
apareceram. Respectivamente em percentual, a coldnia 5 correspondeu a 0,75%
do total das coldnias obtidas, seguida da 3, 1, 8, 6, 4, 7, 9, 11 ¢ 10 em ordem
decrescente de percentual relativo ao nimero total de colénias durante as quatro
bateladas, cuja variagdo foi de 0.32% da colénia 3 a 0,007% da col6nia 10.

As fermentagSes acompanhadas com a cepa CA116, a coldnia que mais
apareceu durante as fermentagdes foi a col6nia 12 representando 86% do total de
coldnias que foram amostradas durante as sete bateladas, seguida da coldnia 13,
com 10%, 14 representou 3,71% e a colénia 15 apenas 0,03%.

A menor variedade de morfotipos de coldnias foi observada com o
inéculo preparado com a cepa FC9, num total de 3 coldnias distintas, sendo que
colénia 16 representou a cepa inoculada com percentual igual a 94,6% das
demais, seguida da col6nia 17 com 3,80%, ¢ a colonia 18 com 1,50% do total de
coldnias analisadas durante o experimento através das quatro bateladas.
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TABELA 12 Descrigio das caracteristicas morfologicas e percentual das
colonias representativas encontradas nos inoculos de Saccharomyces

cerevisiae cepas RL11, CA116 e FC9

Caracteristica da coldnia Colénia %mna
fermentagio

"Média, “circular, *lisa, *lisa, “brilhante, ‘rosa, “protuberante, *cremosa. Colénia 1 0.23
'Média, circular, *liso, “lisa, *cpaca, ‘rosa, *protuberante, *cremosa. Colénia 2 98.00
"Média, %irregular, *ondulada, “lisa, *opaca, *rosa, ‘protuberamte, *remosa Colénia 3 0.32
'Pequena, circular, liso, *granulosa, *opaca, Svermelho, "protuberante, Colénia 4 0.08
';':un:i *circular, *Hiso, *lisa, *brilhante, *rosa escuro, *protuberante, Colénia 5 0.75
Scremosa.

;x;:i:,s:cﬁvuls, *fisa, *granulosa, *opaca, %rosa escuro, "protuberante, Coldnia 6 0.09
*Pequena, *immegular, *lobado, ‘rugosa, *opaca, rosa, "ondulada, *emosa. Colénia 7 0.06
'Média, “circular, *liso, ‘em camadas, *opaca, ‘rosa, protuberante, %eremosa.  Colénia 8 0.12
;m *circular, *ondulado, ‘granulosa, *brilhante, ‘rosa, "achatada, Colénia 9 0.03
'Média, “circular, *lobado, *lisa, *brilhante, *vermelho, “protuberante, Colénia 10  0.003
S;&Egz *irregular, *filamentoso, *filamentosa, *brilhante, *bege, achatada, Colémia 11 0.007
'Meédia, circular, *liso, “lisa, *brilhante, %rosa, protuberante, *cremosa. Colénia12 8594
*Grande, circular, *ondulado, *lisa, *opaca, *rosa, "achatada, *cremosa. Colénia13  9.95
;z;.qumx *circular, *liso, *lisa, *brilhante, “vermelho, *protuberante, Colénial4  3.71
'Grande, *circular, *liso, “granulosa, *opaca, %rosa, “2chatada, cremosa, Colénia 15  0.03
'Média, *circular, *liso, “lisa, *opaca, rosa, ’protuberante, *cremosa. Colénial6  94.60
;m:;: *ircular, *liso, “lisa, *brilhamte, “vermelho, ’protuberante, Colénia 17 3.80
"Média, *circular, *liso, *lisa, *brilhante, rosa claro, ‘protuberante, *cremosa.  Colénia 18 1.50

'tamanho, *forma, *bordos, “estrutura, “brilho, *cor, "elevagio, *aspecto.
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Contaminagdes leveduriformes sio comuns na fermentacio, nio
indicando necessariamente baixa produtividade do alambique ou ineficiéncia do
processo. A produtividade e eficiéncia estdo mais relacionadas com os cuidados
realizados com a recirculagdo de células, para permitir uma maior concentragio
do fermento desejado, podendo produzir pé-de-cuba de alta densidade,
superando assim as leveduras numericamente os contaminantes (Tavares, 1992).

Os problemas com contaminagio leveduriforme ocorrem, quando
leveduras selvagens non-Saccharomyces ocorrem em proporgdes elevadas,
dominando o fermento inicial, ¢ que consequentemente poderdo causar varios
problemas no processo fermentativo, como por exemplo a redugio na
produtividade e rendimento, e problemas operacionais decorridos da dificuldade
de sedimentacgfo das células.

Medidas preventivas a contamina¢des nas domas inexistem, como
também ndo se tem o controle eficaz de leveduras contaminantes. Modificagdes
nos procedimentos que sanem o problema e o emprego de antissépticos nio sdo
permitidas pela legislagdo numa fabricagdo artesanal de cacha¢a e também
podem ndo ser eficazes em caso da contaminacdo estar propagada. A
impossibilidade de detecgio precoce de contaminantes, bem como do seu
controle sem afetar o fermento, coloca o produtor num processo altamente
vulneravel, sendo amenizada a situagio quando ha a decantagio de leveduras
que favorecem o estabelecimento do pé-de-cuba de alta densidade de células do
tipo desejado (Tavares, 1992). Deste modo, torna-se indispensavel o uso de
leveduras selecionadas com a finalidade de serem usadas exclusivamente na
fermentagdo de cachaga, em quantidade suficiente para dominar possiveis
contaminagdes tanto com leveduras selvagens quanto com populacdes
bacterianas.

Nas fermentagGes realizadas com leveduras selecionadas neste
experimento, embora tenham aparecido algumas leveduras contaminantes, sua
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proporcdo foi insignificante em relago ao percentual de colénias provenientes
de cepas selecionadas (Tabela 12).

Bactérias
A presenca de bactérias ja foi detectada em fermentagdes alcodlicas

naturais como microrganismos contaminantes e indesejaveis ao processo
(Schwan et al,, 2001). A presenga de bactérias foi detectada nas fermentacoes
realizadas com os inoculos de S. cerevisiae cepas RL11, CA 116 e FC9. A
descrigio dos morfotipos ¢ a classificagio quanto a coloragio de Gram das
bactérias encontradas nas fermentagdes das quatro bateladas realizadas neste
trabalho podem ser observadas na Tabela 13.

As bactérias codificadas de 1 a 6 estiveram presentes nas fermentacGes
realizadas com a cepa RL11; dentre elas, apenas 1 bactéria foi classificada como
Gram-negativa. Dentre as Gram-positivas, as bactéria 1, 2 ¢ 3 apareceram
durante a primeira fermentagdo, enquanto que os isolados bacterianos 4, 5 ¢ 6
foram provenientes da terceira fermentagdo. Nas tultimas fermentagdes ndo
houve aparecimento de outros tipos de bactérias.

Nos processos fermentativos durante as sete bateladas realizadas com a
levedura CA116, foram encontrados trés morfotipos bacterianos, sendo duas
delas Gram positivas (7 ¢ 8) ¢ uma Gram-negativa (9). O morfotipo 7 foi
encontrado na primeira batelada, e os morfotipos 8 ¢ 9 na segunda e terceira
bateladas.

As bactérias 10 ¢ 11, ambas Gram-positivas foram provenientes das
fermentacdes realizadas com a levedura FC9, sendo que a bactéria 10 apareceu
durante a terceira batelada e a 11 na ltima batelada realizada,
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TABELA 13 Caracterizagdo dos morfotipos e classificagdo quanto a coloragio
de Gram de bactérias presentes nas fermentagGes realizadas com os
inoculos de Saccharomyces cerevisiae cepas RL11, CA116 ¢ FC9

Caracteristica da colénia Bactéria x 10°UFC.mL"* | %na
. fermentagio
'Circular, *ondulado, *em camadas, ‘brilhante, “vermelha, Bactéria 1 | Gram-positiva | 0,01
*srotuberante, "viscosa. ( cocos )
;Circular, “liso, *granulosa, ‘opaca, *vermelha, *protuberante, | Bactéria2 | Gram-negativa | 0,14
viscosa. ( cocos )
'Circular, “lisa, *liss, “brithante “vermelha Selevads “viscosz | Bactéria3 | Gram.positiva 10,02
{ cocos )
"lregular, ‘lobado, °lisa, *brilhante, “rosa, ®achatada, “viscosa. | Bactéria4 | Gram-positiva [ 0,13
(bastonete )
'Irregular, ‘ondulado, *lobado, “brilhante, *vermelha, Bactéria 5 | Gram-positiva | 0,003
‘ondulada, "viscosa. (cocos )
;Circular, “lisa, “liso, *brilhante, “laranja, “protuberante, Bactéria6 | Gram-positiva | 0,007
viscosa, ( bastonete )
“Circular, “ondulado, “granulosa, ‘opaca, *rosa, ‘achatada, Bactéria 7 :}l:;l-posiﬁ)va 0,01
viscosa. onete
'Irregular, “ondulado, *granulosa, ‘brilhante, “rosa, achatada, | Bactéria8 | Gram-positiva [ 0,35
viscosa. { cocos )
;hregular, “lobado, “lisa, *brilhante, *laranja, “protuberante, Bactéria9 | Gram-negativa | 0,01
viscosa, { cocos )
'Circular, ‘ondulado, *granulosa, “opaca, “rosa, ‘elevada, Bactéria | Gram-positiva { 0,02
viscosa. 10 ( bastonete )
'Irregular, ‘filamentosa, *granulosz, *brithante, “rosa, Bactéria | Gram-positiva | 0,08
tuberante, *viscosa, 11 ( bastonete )

'forma, “bordos, *estrutura, “brilho, “cor, ®clevago, ‘aspecto.

Desta relagdo de bactérias (Tabela 13), 6 foram classificadas como

cocos, € 5 como bastonetes, sendo que 9 foram Gram-positivas ¢ 2 Gram-

negativas.

As populagdes bacterianas normalmente encontradas em diferentes

alambiques s3o diversas ¢ podem apresentar uma varia¢do de até 3400 vezes na

proporgio entre leveduras e bactérias (Schwan et al., 2001). A maior

porcentagem de bactérias presentes encontradas em processos de fermentagio
artesanal de cachaga sdo de bactérias Gram-positivas (Santos Junior et al., 1998;
Negrdo et al., 1999). De acordo com Schwan (dados nio publicados), o género

Lactobacillus representou em um estudo 71% do total de Gram-positivas e 24%
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foram do género Bacillus. Dentre as bactérias isoladas e identificadas destacam-
se as produtoras de 4cido latico: Leuconostoc dextranicum, L. mesenteroides e
Streptococcus spp.

Schwan et al. (2001) relataram que dentre as bactérias encontradas em
fermentagGes de Cachaga, as bactérias produtoras de acido latico foram o grupo
de bactérias encontrado em populagdes maiores, apesar de nio ter sido capaz de
se multiplicar durante o processo fermentativo. As bactérias laticas podem
multiplicar-se no final do processo fermentativo, utilizando o etanol formado
como fonte de energia. A presenca destas bactérias no mosto pode ser devido 2
resisténcia a altas temperaturas ¢ baixos valores de pH. No final do processo
fermentativo, as bactérias do &cido litico podem produzir compostos
secundarios, principalmente acidos, que vdo aumentar os niveis de acidez da
cachaga; portanto, a destilagio ndo deve ser processada horas depois que todo o
agucar tenha sido consumido pelas leveduras. Se a destilagdo ¢ feita apés um
longo pericdo em que os agicares do mosto tenham sido consumidos, os niveis
de acidez da cachaca tendem a ser elevados ( Pataro et al., 2002).

A contaminagdo bacteriana ¢ uma das principais causas da redugio pa
producdo de etanol durante fermentagbes desenvolvidas por S. cerevisiae. No
caso da producdo de uisque, a contaminagio bacteriana pode comprometer a
qualidade do destilado e reduzir a produgdo final do produto. Nio existe ainda
uma correlagio exata sobre a contaminacio bacteriana e a perda de alcool
produzido, embora seja 6bvio que cada molécula de agicar utilizada na
producdo do acido latico pelas bactérias resulte na perda de duas moléculas de
etanol (Narendranath et al., 1997). No caso da producido de Cachaga artesanal,
existem poucos dados a respeito da caracterizagio das populagdes bacterianas
presentes nas dornas de fermentagdo, e a relagio destes microrganismos com a
producio de compostos secundarios, responsaveis pelo ‘flavor’ da bebida.
Algumas caracteristicas que pedem comprometer o padrio de qualidade da
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aguardente, como a acidez elevada, podem estar relacionada a presenca de um
namero elevado de bactérias no mosto durante a fermentagio (Pataro et al.,
2002).

Identificacfio de cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizando técnicas
moleculares
As colonias de leveduras provenientes das fermentagSes realizadas com

as trés cepas de leveduras foram submetidas a caracterizagdo eletroforética de

cariotipagem para confirmagio da persisténcia da cepa de Saccharomyces
cerevisiae inoculada. Foram isolados os morfotipos de colonia predominantes e
também os diferentes de cada batelada realizada. Dos isolados das fermentagdes
oriundas do indculo com a cepa RL11 foram isolados para cariotipagem
quatorze isolados do morfotipo predominante (col6nia 2 citada no item 4.2.1) ¢
dez isolados cujos morfotipos apresentavam diferenga em relagio ao morfotipo
predominante (Figura 5). Onze morfotipos predominantes das cepas CA116 ¢
FC9 foram isolados para a caracterizagdo molecular, como também os
morfotipos que diferiram do predominante (Figura 6 a ¢ b).

Dos 24 isolados da cepa RL11 que submeteram a cariotipagem 79%
foram confirmados como sendo idénticos a cepa iniciadora, embora 21% dos
isolados apresentaram perfil molecular diferente da cepa inoculada; dois
morfotipos diferentes entre si mostraram o mesmo perfil molecular e os trés
outros foram diferentes entre si, como também diferente da cepa inoculada
(Figura 7). A mesma porcentagem de perfil molecular foi encontrado com a capa
CAl16; portanto, 79% confirmaram-se idénticos a cepa inoculada ¢ 21%
apresentaram perfil molecular diferente, confirmando que as duas colGnias que
diferiram do padrio inoculado, porém apresentando o mesmo morfotipo,
apresentaram também o mesmo perfil molecular; sendo assim, basicamente
apenas trés colonias diferiram em termos moleculares da cepa CA116 inoculada.
Em relagdo a cepa FC9 dos 13 isolados cariotipados 100% apresentaram o
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mesmo perfil molecular, mesmo que observado que os morfotipos diferiam do

morfotipo predominante (Figura 7).

A B

FIGURA 5 Morfotipos das Colonias de leveduras em meio DRBC presentes no
inoculo formado com a cepa RL11.

No plaqueamento em meio de cultura DRBC do inoculo com a cepa
RLI11 observram-se quatro morfotipos de coldnias, dentre os quatro morfotipos
observados, coldnia 6 de cor laranja foi identificada como bactéria pelo teste de
coloragio de Gram, como Gram-positiva (Figura 5). Os demais morfotipos
foram todos de células leveduriformes (Figura 5). Nas amostras recalizadas apos
a quinta batelada foi observado um nimero maior de morfotipos de leveduras
(Figura 5.b), nove morfotipos (1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 ¢ 11) descritos na Tabela 13;
como também duas colonias bacterianas de numeros | ¢ 2. descritas na Tabela
14. Destes morfotipos as colonias 4, 5, 9, 10 e 11 diferiram do perfil molecular
padrdo da colonia inoculada 2.

Nas analises microbiologicas do inoculo realizado com a CAll6
observaram-se 6 morfotipos difcrentes: dentre cles. 3 foram bactérias
(classificadas como 7, 8, 9) ¢ os demais como colonias de leveduras, (colonias

12, 13 ¢ 14) (Figura 6, a). Apos a segunda batelada ocorreu predominio da
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CAL116 ¢ o namero de morfotipos contaminantes decresceu significativamente.
Os morfotipos 13, 14 e 15 apresentaram perfil eletroforético diferentes da

colénia 12 que foi inoculada (Figura 6, b).

FIGURAS 6 Morfotipos das Colénias de leveduras em meio DRBC presentes no
inoculo formado com as cepas CA 116 (a), (b) ¢ FC9 (c).

No indculo analisado com a cepa sclecionada FC9 pdde-se observar
(Figura 6, ¢ ). que os morfotipos diferentes encontrados de leveduras, como as
colénias 16, 17 ¢ 18, apresentaram o mesmo perfil molecular.

A Figura 7 mostra o perfil eletroforético dos isolados das fermentagdes
realizadas com as cepas RL11 ¢ CA116. A Figura (7, a ) representa o perfil
cletroforético da cepa selecionada RLI11, sendo que apresentaram perfil
molecular diferente da levedura inoculada (6 a 15). as leveduras 5, 9, 10 ¢ 11,
sendo, portanto, da esquerda para direita a segunda, terceira, quarta ¢ a quinta, ¢
os demais demonstraram o mesmo perfil eletroforético da cepa inoculada.

As células que foram cariotipadas da cepa CA116 estdo representadas na
Figura (7, b), quando duas leveduras que diferiram do padrdo inoculado
apresentaram o mesmo perfil molecular, levedura 13 ¢ 15, as quais diferem de

todos os outros. sendo portanto trés leveduras non-Saccharomyces.
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A B

A: 1= controle; 2 = levedura 5; 3 = levedura 9; 4 = levedura 11; 5 = levedura 10;

6 a9 =levedura 2; 10 = levedura 3; 11 a 15 = levedura 2. B: 1 = controle; 2 =

levedura 14; 3 e 4 =levedura 13; 5 =levedura 12; 6 =levedura 15; 7al5 =

levedura 12.

FIGURA 7 (a) e (b) Perfil eletroforético dos isolados de Saccharomyces
cerevisiae. RL11 ¢ CA116.

De todos os isolados testados 19% foram confirmados ser diferentes
molecularmente das cepas inoculadas, o que indica que a utilizagdo das trés
cepas de Saccharomyces cerevisiae selecionadas possui caracteristica de
dominincia e persisténcia no decorrer do processo fermentativo. Gomes (2002)
realizou testes com duas cepas selecionadas de S. cerevisiae para produgdo de
cachaca no centro-norte de Minas Gerais e observou que duas linhagens
diferentes de S. cerevisiae foram encontradas nas dornas inoculadas com uma
das cepas selecionadas e com a outra linhagem selecionada foram encontradas
quatro linhagens diferentes de S. cerevisia; portanto, ao lado das culturas
iniciadoras, cada doma de fermentagdo apresentou também a ocorréncia de

linhagens selvagens de S. cerevisiae.
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A fermentagdo natural ¢ espontinca do caldo de cana-de-agucar
proporciona uma grande heterogeneidade ¢ nimeros polimorfos de leveduras
(Pataro et al., 2000). O polimorfismo cromossémico pode estar relacionado a
duragdo de 24 horas do processo fermentativo, cujo aumento da concentragdo de
ctanol no mosto pode eliminar linhagens menos resistentes (Araujo et al., 1999).
O polimorfismo modifica o tamanho ¢ o numero de cromossomos, ¢ para o caso
como o da S. cerevisiae, que apresenta dois cromossomos com 0 mesmo peso
molecular, os de numeros 15 ¢ 7, migram ao mesmo tempo no gel de
cletroforese, como se fossem apenas um cromossomo (Figura 7,acb.).

As colonias mostradas na Figura 13 apresentaram o mesmo perfil

molecular. embora tenham diferido molecularmente.

FIGURA 8 Morfotipos de colonias de leveduras em meio DRBC presentes no

inéculo formado com a cepa FC9 que apresentaram o mesmo perfil
cletroforético.
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No processo fermentativo para produgdo de vinho, Barros Lopes et al.
(1998) citam que as leveduras selvagens ainda podem participar do processo,
apesar da inoculagdo de altas concentragdes de uma cepa iniciadora. Na
producdo de Cachaca esta contaminacio leveduriforme esta relacionada a adigio
de caldo de cana-de-agicar ds dornas num periodo de aproximadamente 24 h,
introduzindo, portanto, nova populagio leveduriforme, aumentando as chances
de substituigdo da cepa prevalecente durante o ciclo fermentativo (Morais et al.,
1997).

Independente de qualquer inoculagio com culturas iniciais de leveduras
sclecionadas, as leveduras inoculadas podem ser completamente dominadas por
espécies selvagens dentro de algumas semanas (Schutz & Gafner, 1993; Gomes,
2002). Por outro lado, existem isolados de leveduras que tanto persistem quanto
dominam o processo (Schwan et al., 2001). Guerra et al. (2001) citam que esta
diversidade molecular observada pelo polimorfismo cromossémico em cepas S.
cerevisiae pode ser devido a caracteristicas exclusivas do processo fermentativo
da Cachaga, como, por exemplo, tempo fermentativo, alta temperatura, alto teor
alcodlico e ciclos fermentativos diarios, com reciclagem de células durante
aproximadamente 6 meses.

4.3 Analise quimica das bebidas produzidas

Foram realizadas anilises quimicas nas amostras de cachaga
provenientes de cada repetigdo realizada ¢ também da bebida envelhecida em
barril de carvalho de capacidade 5L, com objetivo de verificar se a bebida
produzida pela fermentagdo das trés cepas de células classificadas como
Saccharomyces cerevisiae atendia os requisitos analisados dentro do padrdo
permitido. Os valores obtidos dessas analises pode ser observados na Tabela 15.
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Anilise fisico-quimica das bebidas destiladas através das fermentacdes

conduzidas com a cepa iniciadora Saccharomyces cerevisiae RL:11
As sete destilagdes provenientes da cepa selecionada RL11, foram

processadas em aproximadamente trés horas, com passagem continua de agua na
serpentina de modo que a resfriasse, condensando de maneira mais eficaz os
vapores quentes oriundos do aquecimento no alambique; os destilados foram
amostrados em 0,7 L e processada as analises fisico-quimicas no Laboratério de
Aguardente (DQI/UFLA), como pode ser observado na Tabela 15.

Das analises realizadas, observou-se que a densidade relativa aumentou
até a terceira destilago, caiu na quarta destilagio, e permaneceu na faixa de 0,94
apos envelhecimento em barril de carvalho. O teor de cobre oscilou durante as
destilagSes, decrescendo progressivamente entre as repetigoes realizadas (Tabela
15).

O grau alcodlico real a 20 °C variou entre 40 a 42, e apos
envelhecimento apresentou 43% de teor alcodlico (Tabela 15). Embora a analise
de alcool superior na primeira destilagfio tenha ultrapassado o valor maximo
permitido, no decorrer das destilagdes estes valores tenderam a diminuir (Tabela
15). Pode-se observar que os valores de aldeido diminuiram da primeira até¢ a
terceira destilagio, aumentando na quarta e também nas amostras de cachaga
envelhecida. De acordo com as analises das bebidas, a soma dos componentes
secundarios foi diminuindo de valores durante as destilagées (Tabela 15).

De modo geral, conclui-se que apoés o envelhecimento em barril de
carvalho a densidade permaneceu na mesma faixa de valor das outras amostras;
cobre teve uma oscilagiio de valores; extrato seco, acidez, aldeido, ésteres e
soma dos componentes secundarios houve um aumento nos valores obtidos; nio
houve uma modificacio notoria quanto aos alcoois superiores; e, em termos de

metanol, houve uma redugio de valores.
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TABELA 14 Resultados de analises fisico-quimica das bebidas

Itens analisados Limite Resultado - ano: 2002

Min Max 27/09 28/09 30/09 02/10 Env.
Densidade relativa
(20/20°C) - - 094645 (094811 094973 |0,94645 |0.94475
Cobre (mg/L)

-Xe 3.0 2.20 2,46 2,06 2.35 1,32
Extrato seco a 100°C
(g’L) -X~ -X- 0,048 0,012 0,012 0,16 0,512
Grau aleodlico Real a 20°C
(% v/v) 38,0 48,0 42,0 41,0 40,0 420 43,0
Acidez volitil em Acido
acético (mg/100mL de dlcool | -x- 150,0 |62,54 45,22 54,07 73,57 82,64
anidro)
Alcool superior ( mg/100 mL
de Alcool anidro) -X- 300,0 |[309,86 292,68 259,15 226,02 286,93
Aldeidos em Aldeido Acético
( mg/100mL de dlcool anidro) | -x- 30,0 7,63 7,53 6,29 10,35 11,71
Esteres em Acetato de Etila
(mg/ 100 mL de ilcool anidro) | -x- 2000 (17,43 13,39 18,30 19,61 23,41
Soma dos Componentes
Secunddrios (mg/100 mL de |2000 |-x- 397.46 358,32 337,81 329,55 304,69
dlcool anidro)
Alcool Metilico ( mL /100 mL
de dlcool] anidro) -X- 0,250 | 0.0136 0,0158 0,0131 0,0260 0,0124

Env. = periodo de envelhecimento da bebida em barril de carvalho ( maturada
em 30 dias).

Os alcoois superiores podem também ser originados de processos
metabolicos envolvendo agucares, em que a rota biossintética deste tipo de
composto pode sofrer variagio conforme a linhagem do levedo. A formagio dos
alcoois superiores também pode ser influenciada por varidveis, tais como:
concentracdo de aminoacidos ¢ pH do meio reacional, geralmente abaixo de 4,0,
_chegam a aumentar a produgdo de &lcoois superiores em até 80%; temperatura
de fermentacdo, temperatura muito alta de fermentagdo podem aumentar a
producdo de 6leo fiisel em até 40%; nivel de inoculagdo e intervalo de tempo
entre a fermentagdo e a destilagdo (Crowell et al., 1961; Ayrapaa, 1970; Engan,
1970). Um outro fator que contribui com o aumento destes alcoois se refere ao
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armazenamento de cana para posteriormente ser moida, como também a
utilizacdo da ponta da cana que ¢ rica em aminoacidos, os quais aumentam a
producdo de alcoois superiores.

Para que ocorram as transformagdes quimicas associadas ao processo de
maturagio ¢ envelhecimento, a cachaga deve passar por alguns processos como:
reagdes entre os compostos secundarios provenientes da destilagdo; extragdo
direta de componentes da madeira;, decomposicio de macromoléculas da
madeira como: lignina, celulose, hemicelulose, dentre outros, € sua incorpora¢io
na bebida; transformagdes dos materiais extraidos da madeira; reagdes de
compostos volateis através da madeira do barmril; e formagdo de complexos
moleculares estaveis entre os compostos secundarios e agua e/ou etanol (Piggott,
1989).

O cobre é um elemento encontrado na constituigio do material utilizado
na construgio de alambiques. Este metal contribui na eliminagdo de
determinados odores desagradaveis, observados em cachaga destilada em
alambique confeccionado com materiais onde estd presente este metal, tal como
ago inox. Este elemento, de acordo com a legislagdo competente, pode estar
presente na cachaga na quantidade de 5 mg/L. Normalmente, a Cachaca
apresenta teores de cobre maior do que aqueles encontrados nos vinhos, ja que
este metal provém dos destiladores. O cobre também ocorre nos solos, porém,
em pequenas quantidades, podendo ocorrer contaminagio pelo uso incorreto de
agrotoxicos cipricos (Faria, 1989). A contaminagdo da bebida pelo cobre se
deve a formagio de carbonato de cobre na superficie do metal, que €
solubilizado pelos vapores acidos produzidos durante a destilag3o, ¢, por arraste,
conduz a contaminagio do produto final por ions de cobre (Cardoso, 2001).

Devido a evaporagdo de agua e etanol que ocorre geralmente durante o
envelhecimento, pode ocorrer uma dimui¢dio entre 1 a 3% do volume
armazenado (Puech, 1983; Pigott, 1989).
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Durante o envelhecimento, segundo Mendes et al. (2001), observa-se
que a acidez fixa varia pouco, como também os teores de alcoois superiores se
mantém praticamente estaveis; porém os teores de aldeidos volateis diminuem
com o tempo, uma vez que o arredondamento do aroma da Cachaca deve-se a
oxidagdo de aldeidos a acidos e reagdes entre acidos e alcoois formando os
ésteres, portanto os 30 dias utilizados neste experimento ndo foi um periodo
suficiente para a modificagdo esperada em teor de aldeidos.

Em barril de madeira, na bebida, ocorre um aumento progressivo no teor
de extrato seco, observando que, taninos e compostos fenolicos provenientes da
lignina chegam a representar 40%. Reagbes de esterificagio também podem
ocorrer durante o envelhecimento da bebida, porém em uma velocidade bem
menor, requerendo de varios meses a anos para equiparar-se ao teor produzido
intracelularmente (Maia, 1994).

Anilise fisico-quimica das bebidas destiladas através das fermentacoes

conduzidas com a cepa iniciadora Saccharomyces cerevisiae CA116

Os resultados obtidos com a realizagio das analises fisico-quimicas
podem ser observados na Tabela 15. Dos resultados obtidos observou-se que a
densidade da bebida variou entre 0,94124 a 0,94811 ¢ quando envelhecida
obteve um valor de 0,94973 (Tabela 15). O teor de cobre nas bebidas foi
diminuindo sucessivamente no decorrer das bateladas, permanecendo na faixa de
1,6 mg/L.. Observou-se que o extrato seco das bebidas foi zero, embora, quando
envelhecido tenha assumido valores de 1,2; portanto, com o envelhecimento de
30 dias, houve um aumento no teor de extrato seco analisado (Tabela 16).

Quanto ao grau alcodlico real da bebida, ocorreu variagdo entre 41 a
45%, ¢ apés 3° dias em barris de carvalho o valor encontrado foi de 42%. A
acidez volatil expressa em acido acético apresentou valores decrescentes durante
as destilagbes; porém, quando maturada, este valor teve um aumento
significativo, expresso por 144 mg/100 mL de alcool anidro.
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Os valores de alcool superiores permaneceram entre 120,75 a 200,71
mL/100 mL de lcool anidro (Tabela 15). Os valores de aldeidos diminuiram de
7,84 a 6,10 mg/100 mL de alcool anidro durante as destilagdes. Os ésteres
foram expressos em acetato de etila, o qual durante as destilagdes, diminuiu de
2574 a 22.37 mg/100 mL de alcool anidro (Tabela 15). A soma dos
componentes secundarios apresentou uma oscilacio em seus valores baixando
de 279,70 a 193,72 mg/ 100 mL de alcool anidro na terceira destilagdo, valor
este abaixo do limite minimo permitido pelo Ministério da Agricultura. A
concentracio de metanol encontrada variou entre 0,026 da primeira destilagdo a
0,007 na segunda.

Na terceira destilagdo a bebida apresentou um teor de 0,025 mL/ 100 mL
de alcool anidro de alcool metilico, o qual, na quarta destilag3o, cai novamente
para 0,006 e com o envelhecimento baixou para 0,0028 mL/ 100 mL de alcool
anidro (Tabela 15). Portanto, com o envelhecimento das bebidas observa-se que
a densidade da bebida aumentou, houve uma oscilagio no valor de cobre que
permaneceu na faixa de 1,6 mg/ L; os valores de extrato seco, acidez volatil,
alcool superior e aldeidos aumentaram com o envelbecimento da bebida em
barril de carvalho; o grau alcoélico real da bebida, apés maturada, foi 40%;
portanto, diminuindo os valores de ésteres, soma dos componentes secundarios €

metanol.
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TABELA 15 Resultados de analises fisico-quimica das bebidas: CA116

Itens analisados Limite Resultado: CA116
Min Max 11/12 12/12 14/12 16/12 Env.

Densidade relativa

20/ 20°C) -X- -X- 0,94804 | 0,94811 0,94475 0,94124 0,94973
Cobre (mg/L)

-X- 50 2,07 1,79 1.64 1,19 1,6

Extrato scco a 100°C
(g/L) -Xx- =X~ 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2
Grau alcodlico Real 2 20°C

%% viv) 38,0 48,0 42 41 43 45 40
Acidez volitil em Acido
acético ( mg/100mL de -X- 150,0 | 47,74 45,65 43,53 27,73 144,0
alcool anidro)
Alcool superior ( mg/100
mL de Alcool anidro) =X~ 300,0 | 200,71 182,75 120,66 176,48 249,11
Aldeidos em Aldeido
Acético ( mg/100mL de -X- 30,0 7,84 7,25 6,11 6,10 11,44
dlcool anidro)
Esteres em Acetato de
Etila ( mg/ 160 mL de -X- 200,0 | 25,74 24,55 23,41 22,37 nd
dlcool anidro)
Soma dos Componentes
Secundirios (mg/100 mL [ 2000 | -x- 279,70 | 260,21 193,72 232,69 nd
de dlcool anidro)
Alcool Metilico ( mL /100
mL de dlcool anidro) -X= 0,250 | 0,026 0,0076 0.025 0,0064 0,0028

Env. = periodo de maturagdo da bebida em barmil de carvalho ( maturada em 30
dias). nd = valor nio determinado.

Anilise fisico-quimica das bebidas destiladas através das fermentacées

conduzidas com a cepa iniciadora Saccharomyces cerevisiae FC9

Da cepa FC9, de todas as destilagdes foram amostrados 0,7 L de
Cachaca para analise fisico-quimica das bebidas, uma vez que foram realizadas
apenas cinco bateladas devido ao longo periodo fermentativo.

Os resultados obtidos com a cepa FC9 demonstraram que a densidade
relativa oscilou dentre os destilados de 0,94645 no primeiro destilado a 0,95132
no terceiro destilado ¢ apés maturada em barril de carvatho permaneceu com o
mesmo valor da primeira ¢ quarta destilagio (Tabela 16).
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O teor de cobre no segundo destilado foi o menor valor dentre os demais
de 2,3, tendendo a aumentar nos outros destilados a 3,96 mg/ L no quarto
destilado, embora quando envelhecido a bebida apresentou 0,9 mg/L de cobre.
Quanto a0 extrato seco somente o primeiro destilado apresentou 0,4, sendo que
os demais ndo apresentaram este valor, porém quando envelhecida a bebida
apresenta 1,2 g/L de extrato seco (Tabela 16). O grau alcodlico real das bebidas
variou entre 39 a 42%, assumindo os menores valores o segundo ¢ terceiro
destilado de 41 e 39%, respectivamente; apos maturado, o teor alcodlico da
bebida ¢ de 42% (Tabela 16). A acidez volatil expressa em acido acético tende a
aumentar até o terceiro destilado e cai no quarto, porém quando maturado este
valor aumenta, assumindo 97,5 mg/ 100 mL de alcool anidro. Dentre os
destilados os que apresentaram maior valor de alcool superior foi o primeiro ¢ o
quarto destilados; portanto, o teor de alcool superior dentre os destilados variou
de 159,42 a 246,03; portanto, quando maturado, assume 246,3 mg/ 100 mL de
alcool anidro (Tabela 16).

Os teores de aldeidos das bebidas oscilou entre 5,86 do terceiro destilado
a 7,35 do ultimo destilado, sendo que nos dois primeiros destilados permaneceu
na faixa de 6,0; quando maturado, o teor de aldeidos expresso em aldeido
acético foi de 6,8 mg/ 100 mL de alcool anidro. Os maiores teores de éster
encontrados dentre os destilados foram os procedentes da primeira e segunda
destilagio, na faixa de 26,0 mg/ 100 mL de alcool anidro, tendendo a baixar até
a quarta, o qual assumiu valor de 23,96 mg/ 100 mL de alcool anidro. A soma
dos componentes secundarios tende a cair da primeira destilagdo de 323,28 a
terceira destilagio de 255,81; porém, na quarta destilagio tem seu valor
aumentado expresso em 321,25 mg/ 100 mL de élcool anidro (Tabela 16).
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TABELA 16 Resultados de analises fisico-quimica das bebidas: FC9

Itens analisados Limite Resultado: FC9

Min Max 09/12 15/12 18/12 22/12 P.M.
Densidade relativa :
(20/20°C) -x- - 094645 [0,94811 1095132 |0,94645 | 094645
Cobre ( mg/L)

-X- 5. 2.70 2.30 3,03 3,96 0,9
Extrato seco a 100°C -x- -X- 04 0,0 0,0 0,0 1,2
Grau alcodlico Real a 20°C | 38,0 480 |42 41 39 42 42
(% viv)
Acidez volitil em Acido
acético ( mg/100mL de -X- 150,0 |44,57 60,87 64,00 59,42 97.5
dlcool anidro)
Aleool superior ( mg/100
mL de Alcoo) anidro) -X- 300,0 |246,03 | 184,51 159,42 230,50 246,3
Aldeidos em Aldeido
Acético { mg/100mL de -X- 300 6,53 6,13 5,86 7,35 6,8
ilcool anidro)
Esteres em Acetato de
Etila ( mg/ 100 mL de =%= 2000 {2614 26,78 25,81 23,96 nd
dlcoo] anidro)
Soma dos Componentes
Secundirios ( mg/100 mL nd
de dlcool anidro) 200,0 | -x- 32328 278,32 255,81 321,25
Alcool Metilico ( mL /160
ml de dlcool anidro) -X- 0,250 |0,012 0,02 0,01 0,006 0,0034

P.M. = periodo de maturagio da bebida em barril de ;:arvalho ( maturada em 30
dias)..nd = valor nio determinado.
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O teor de metanol nas bebidas aumentou de 0,012 a 0,02 da primeira
para segunda destilagdo, respectivamente; portanto, tende a cair sucessivamente
nos destilados, sendo que a ultima bebida apresentou 0,006 mL/100 mL de
alcool anidro e quando envelhecido este composto assumiu valores de 0,0034
mL/ 100 mL de alcool anidro (Tabelal6).

Apbs o periodo de 30 dias de maturagio da bebida em barril de carvalho,
foi obsevado que o teor de cobre baixou significativamente para 0,9 mg/ L; e o
grau alcodlico real ndo apresentou uma divergéncia das bebidas que abasteceram
o barril.

Portanto, conclui-se que a escala adotada pelo laboratorio de 20% do
volume de destilado a ser destinado a fragdo cabega foi ajustado, visto que foram
considerados todos os destilados oriundos das bateladas com a cepa FC9 ndo
apresentando teor de alcool superior acima do limite maximo estabelecido pelo
Ministério da Agricultura; desta maneira, todas as bebidas produzidas estiveram
dentro do padrdo exigido.

4.4 Alcoois superiores e Acidos produzidos durante a fermentagio

A cromatografia gasosa permitiu a identificagdo de 11 compostos nas
amostras no final da fermentagdo e destilados, sendo: acetaldeido, acetato de
etila, metanol, 1-propanol, isobutanol, iscamilico, amilico, 1-hexanol, acido
acético ¢ etanol; como padrdo intemno foi utilizado o tolueno por ndo ser um
composto constituinte de cachaga.

Para anilise qualitativa, foi observado o tempo de retengdo dos
compostos, sendo o acetaldeido em tomo de 2,77 min; acetato de etila
aproximadamente 3,6 min; metanol, 3,8 min; propanol, 5,6 min; isobutanol, 6,3;
isoamilico, 7,9 min; amilico, 8,4 min; 1-bexanol, 9,6 min ¢ acido acético
10,4min. uma vez que, para anilises quantitativas, foi tomadaa area, a2 qual
determinou a concentragdo de cada composto analisado (Bennett et al., 1961).
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Os valores apresentados na Tabela 18 foram obtidos das seis repetices
das fermentagSes e de duas duplicatas injetadas no CG. Observou-se que as
fermentagdes realizadas com a cepa selecionada RL11, o acetaldeido apareceu
durante todo o experimento (tanto em fermentado como destilado); como
também o I-propanol, isobutanol e isoamilico; o acetato de etila apareceu em
todos os fermentados

As fermentagdes realizadas com a cepa selecionada CAl16, os
compostos detectados durante todas as fermentacdes foram 1-propanol,
isobutanol, isoamilico, acetaldeido, acido acético e 1-hexanol; acetato de etila
nio foi detectado na primeira fermentagio, como também metanol; amilico n3o
apareceu na terceira fermentagio; quanto as bebidas destiladas niio foi detectado
metanol, amilico ¢ acido acético apareceu apenas no segundo destilado; os
demais compostos foram todos detectados nas bebidas,

Com a cepa selecionada FC9, concentracdes de acetaldeido foram
detectadas em todas as fermentaces; acetato de etila nio foi detectado na
segunda fermentacdo e pequena concentragdo de metanol foi detectada somente
na primeira fermentagio. Os demais compostos apareceram durante todas as
fermentagoes.

Em relagdo as bateladas (final de fermentacdo), as concentragdes de
acetaldeido, metanol, isoamilico, 1-hexanol, acido acético e isobutanol foram
maiores nas fermentagGes realizadas com cepa RL11. Os valores de alcool 1-
propanol, acetato de etila e amilico foram mais nas fermentacgdes realizadas com
a cepa CA116 (Tabela 17).

Foi observado que, de modo geral, nas fermentagdes realizadas com a
cepa FC9 os compostos tiveram menores concentracdes. Cleto et al. (1995)
demonstraram que leveduras diferentes produzem os mesmos componentes
secundarios do ponto de vista qualitativo, porém quantitativamente apresentam
diferengas significativas. Esta observagio confirma os resultados obtidos neste
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experimento. Quanto s bebidas destiladas, a cepa RL11 apresentou os maiores
valores dos compostos analisados, sendo que a cepa CA116 apresentou maiores

valores de 1-propanol (Tabela 17).

TABELA 17 Relagio dos compostos identificados através da cromatografia
gasosa durante o final de cada batelada, como também das bebidas

recém-destiladas
Compostos RLIN CAll6 FC9
Fermentado Destilado Fermentado Destilado Fermentado Destilado

Acetaldeido (mg/100mL | 3,89 532 3,68 3,84 3,84 320
de solucdo)

Acetato de etila 1,85 3,35 221 1,27 1,19 1,11
| (mp/100mL de solucido)

Metanol (mg/100mL de 1,01 1,46 0,65 0,0 0,54 1,18
solucio)

1-propanol (mg/100mL | 3,38 15,98 4,88 18,39 3,54 10,90
de solugio)

Isobutanol (ng/160mL de | 5,06 27,38 4,79 15,94 6,2 17,2
solugio)

Iscamilico (mg/100mL de | 17,8 76,82 15,95 51921,84 16,55 57,96
solugio)

Amilico (mg/100mL de 1,07 0,94 8,73 0,0 1,74 0,26
solugdo)

1-hexanol (mg/100mL de | 2,69 0,77 1,67 0,38 2,92 0,59
solugio)

Acido acético 36,71 1,95 10,04 1,91 17,38 0,0
{mg/100mL de solugio)

O alcool isoamilico foi o composto que esteve presente em maiores
concentragdes tanto em destilado, quanto em fermentado dentre as trés cepas
selecionadas, variando de 16,55 a 17,8 mg/100mL de solugio em fermentados, e
em destilado variou de 21,84 a 76,82 mg/100mL de solugdo (Tabela 17). Gomes
(2002) relata que o alcool isoamilico foi o alcool superior em maior
concentragdo em todas as amostras produzidas pelas duas linhagens De acordo

com Oliveira (2001), além dos alcoois superiores serem importantes devido aos
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seus odores caracteristicos, esses alcoois possuem agdo solvente sobre outras
substincias aromaticas interferindo nos graus de volatilidade destas.

O metanol assumiu os menores valores tanto para fermentado, variando
de 0,54 a 1,01 mg/100mL de solugio, quanto em destilado,0 qual variou entre
0,0 a 1,46 mg/100mL de solugiio. O alcool amilico variou em fermentado de
1,07 a 8,73 ¢ em destilado de 0,0 a 0,94 mg/100mL de solugdo. 1-hexanol
assumiu valores entre 1,67 a 2,92 em fermentados e 0,0 2 0,77 em destilados. 1-
propanol variou em fermentado de 3,38 a 4,88 ¢ em destilado de 10,9 a 18,39
mg/100mL de solugio. Em fermentados o alcool isobutanol variou entre 4,79 a
6,2, sendo que em destilados obteve valores de 15,94 a 27,38 mg/100mL de
solugdo (Tabela 17).

O etanol ou alcool etilico apresentou de 8 2 9 % (v/v) em fermentado e
em destilado variou entre 40 a 43% (v/v) (Tabela 17). A concentragdo de acido
acético, provavelmente, resultante do metabolismo de bactérias do acido acético
que constituem a microbiota das domas em fermentados; variou de 10,04 a
36,71 e em destildos assumiu valores entre 0,0 a 1,95 mg/100mL de solugio
(Tabela 17). Este composto variou extensamente em diferentes bebidas; na
maioria dos casos representa de 60 a 95% da acidez total (Nykanen et al., 1986).

Segundo Oliveira (2001), o acetato de etila é o éster predominante nas
bebidas alcodlicas em geral; este éster apresenta um aroma agradavel de frutas.
Neste experimento a quantificagdo de acetato de etila esteve entre 1,19 a 2,21
em fermentados ¢ dentre os destilados variou de 1,11 a 3,35 mg/100mL de
solucdo (Tabela 17).

Os acetaldeidos sdo os intermedidrios na produgio de alcoois superiores
e condi¢Ses que favorecem a produgdo destes compostos; também favorecem a
formagdo de pequenas quantidades de aldeidos, sendo o principal aldeido
associado a fermentacdo alcodlica. Foi quantificado neste experimento em
fermentados entre 3,68 a 3,89 mg/100mL ¢ em destilados variou entre 3,20 a
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5,32 mg/100mL de solugdo (Tabela 18). Nascimento et al. (1997) determinaram,
por cromatografia liquida, aldeidos em 56 cachagas, sendo que o acetaldeido foi
o aldeido encontrado em maior quantidade em todas as cachacas

4.5 Comparaciio dos processos fermentativos
Os processos fermentativos, utilizando as trés cepas selecionadas de
Saccharomyces cerevisiae, podem ser caracterizados de acordo com alguns

aspectos.

RL11
*apresentou o maior nimero de microrganismos contaminantes

(leveduras e bacténas);

*entre as cepas estudadas foi a que fermentou em um menor periodo de
tempo,

*apresentou caracteristicas suaves de fermentagdo: cheiro suave,
formagio de microbolhas, massa compacta de células quando decantadas;

*dos 10 compostos analisados na cromatografia gasosa, 6 apresentaram
maior concentragio com esta levedura: acetaldeido, metanol, isoamilico, 1-
hexanol, acido acético ¢ isobutanol em fermentados, € nos produtos destilados
foram encontrados, além dos compostos mencionadaos acima, o acetato de etila
¢ alcool amilico.

CAl16
*foi capaz de persistir ¢ dominar as bateladas sucessivas; apesar de ter

sido contaminada durante a multiplicagio celular na formagio do inoculo;
*foi a fermentagio mais caracterizada como producdo de Cachaca

apresentando cheiro agradavel e pequena formagdo de espuma;

91



*foi a unica célula, dentre as trés testadas, que apresentou habilidade
para flocular, formando uma massa consistente no fundo das domnas, de facil
ressuspensdo celular, como mostrado na Figura 8;

*apresentou pouca contaminagio tanto de leveduras selvagens, quanto de
bactérias;

*apresentou o maior teor alcodlico em etanol nas analises
cromatograficas de 43%, como também os maiores valores de alcool 1-propanol,
acetato de etila e amilico em fermentados e em destilado a maior concentragio

de 1-propanol.

FC9
*dominou completamente a fermentagio, 100% de leveduras, e

apresentou poucas bactérias;

*periodo fermentativo muito longo, o que a torna inviavel;

*caracteristicas suaves de fermentagio de Cachaga quanto ao aroma,
formacdo de microbolhas;

*dentre as leveduras testadas apresentou uma massa consistente na fase
de decantagdo, porém algumas células ficaram em suspensdo ocorrendo perda de
indculo a cada retirada do vinho;

*de modo geral apresentou os menores valores quantificados nos 10
compostos analisados através de cromatografia gasosa.

Portanto, para produtores do Sul de Minas a melhor cepa selecionada é a
CAl16, por atender a todos os requisitos de uma produgio de cachaga,
principalmente quanto & fermentagdo devido a sua capacidade de persistir e
dominar o mosto em fermentago frente a contaminagdes, dentre as demais
caracteristicas citadas a cima.
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5 CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos neste trabalho podemos chegar as seguintes
conclusdes:

*morfotipos de coldonias diferentes nio necessariamente indicam que
sejam células de cepas diferentes, o que foi confirmado por técnica molecular;

*3 cepa selecionada RL11 apresentou o menor periodo fermentativo.
Apresentou fermentagio com maior nimero de microrganismos contaminantes;
porém, dos 10 compostos analisados em cromatografia gasosa, 6 apresentaram
maior concentragio com esta levedura em fermentados, ¢ 8 em destilados;

*a cepa selecionada CA116 foi capaz de persistir ¢ dominar a
fermentacio, dentre os compostos analisados em cromatografia, os maiores
valores de alcool 1-propanol , acetato de etila ¢ amilico em fermentados ¢ em
destilado a maior concentragio de 1-propanol;

*a cepa selecionada FC9 dominou o periodo fermentativo, porém devido
ao periodo fermentativo extenso, torna-se inviavel para a produgéo de cachaga;
de modo geral, apresentou os menores valores quantificados nos 10 compostos

analisados através de cromatografia gasosa.
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