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seguiremos e as metas que queremos alcancar. Sdo eles que nos
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(Augusto Cury)



RESUMO

A cachaca corresponde a uma bebida dotada de sabor e aroma caracteristico,
sendo constituida principalmente de &lcool e agua e de outros componentes,
formados em pequenas quantidades durante o processo de fermentacao, destilacéo
e envelhecimento, os quais recebem a denominacdo de produtos secundarios da
fermentacao alcodlica. As leveduras e as condicoes de fermentacdo sao apontadas
como fatores que influenciam no sabor das bebidas alcodlicas, pois a maioria dos
compostos secundarios responsaveis pela qualidade quimica e sensorial da bebida
€ formada durante a fermentagcdo. A utilizagcdo de leveduras selecionadas para
producdo de cachaca apresenta vantagens tecnoldgicas, como permite minimizar
contaminacdes indesejaveis, reduz o tempo de fermentacdo, aumenta a
produtividade e melhora as caracteristicas quimicas e sensoriais da bebida. O
presente trabalho teve como objetivos produzir cachagca em escala piloto e de
alambique e avaliar a composi¢cao quimica das bebidas produzidas por linhagens
selecionadas de S. cerevisiae; verificar a presenca da levedura selecionada no final
do processo fermentativo em escala piloto e realizar a avaliacdo de parametros
fermentativos da cepa selecionada em relacdo a in6culos comercial e selvagem.
Foram testadas 16 cepas de Saccharomyces cerevisiae: SC52, SC60, SC82, SCI1,
SC102, SC114, SC129, SC138, SC174, SC177, SC179, SC184, SC219, SC220,
SC225 e SC229. Destas, apenas a cepa SC82 conseguiu prosseguir as etapas do
esquema de multiplicacdo em escala piloto e em escala de alambique, bem como
nas etapas do processo de fermentagcdo em escala piloto e de alambique e produzir
cachaca. Através da técnica de RFLPmtDNA foi possivel verificar a permanéncia e
dominéncia da levedura selecionada (SC82) no final do processo fermentativo feito
em escala piloto. Na avaliacdo dos parametros fermentativos a S. cerevisiae cepa
SC82 apresentou um menor tempo de fermentagdo (média de 14 h) e um maior
rendimento (48 %), uma maior eficiéncia (93,94 %) e uma produtividade (2,35 g/Lh)
superior ao final da terceira fermentacao realizada em relacdo ao inéculo comercial e
ao inéculo selvagem. Em relacdo aos resultados das anélises quimicas da cachaca
produzida em escala piloto e da produzida em escala de alambique, apenas o0s
teores de alcodis superiores estavam acima do permitido pela legislagdo brasileira
nas duas bebidas produzidas.

Palavras-chave: Fermentacdo alcodlica; Compostos secundarios; Cromatografia
gasosa; S. cerevisiae.



ABSTRACT

Cachaca corresponds to a beverage with characteristic flavor and aroma, constituted
mainly of alcohol and water plus some other components formed in small amounts
during the process of fermentation, distillation and aging, and known as the
secondary products of alcoholic fermentation. The yeasts and fermentation
conditions are considered to be the factors that influence the flavor of alcoholic
beverages, since the majority of the secondary compounds responsible for the
chemical and sensory quality of the beverage are formed during fermentation. The
use of selected yeasts for the production of cane spirit has been studied, with a view
to increasing productivity, gaining technological advantages and improving the
sensory characteristics of the beverage. This study aimed to produce cachaca in pilot
and alembic scales and evaluate the chemical composition of the beverages
produced by selected strains of S. cerevisiae; verify the presence of the selected
yeast at the end of the fermentation process on a pilot scale and carry out the
evaluation of fermentation parameters of the selected strain in relation to commercial
and wild inoculums. The following 16 strains of Saccharomyces cerevisiae were
tested: SC52, SC60, SC82, SC91, SC102, SC114, SC129, SC138, SC174, SC177,
SC179, SC184, SC219, SC220, SC225 and SC229. Among these, only the SC82
strain could pursue multiplication and fermentation scheme steps to produce cachaca
in pilot and alembic scales. By RFLP mtDNA technique was possible to verify the
permanence and dominance of selected yeast (SC82) at the end of fermentation
process done in pilot scale. In the evaluation of fermentation parameters to S.
cerevisiae strain SC82 had a shorter fermentation time (14h average) and a higher
yield (48%), greater efficiency (93.94%) and a higher productivity (2.35 g/Lh) at the
end of the third fermentation carried out in relation to commercial and wild inoculums.
Regarding the results of the chemical analysis of cachaca produced in pilot and still
scale, only the higher alcohol levels were above that allowed by Brazilian legislation
in both produced beverages.

Keywords: Alcoholic fermentation; Secondary compounds; Gas chromatography; S.

cerevisiae.
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1 INTRODUCAO

Um dos produtos que mais caracteriza a cultura brasileira, a cachaca
comecgou a ser fabricada no Brasil no século XVI, juntamente com a producao
agucareira, sendo a primeira bebida destilada do pais (LEAO, 2004). Conforme a
definicdo legal, a cachaga é a denominagao tipica e exclusiva da aguardente de
cana produzida no Brasil, com graduacao alcodlica de 38 % a 48 % em volume a
20°C e com caracteristicas sensoriais peculiares (BRASIL, 2009a).

A cachaca de alambique é produzida exclusivamente do caldo de cana-de-
acucar nos chamados engenhos, e destilada em alambiques, que é, na verdade, a
estrutura de cobre onde é feita a destilacdo. Basicamente, a producédo da cachaca
de alambique consiste em multiplicar o inéculo, extrair o caldo da cana-de-acucar na
operacao de moagem, converté-lo em vinho pelo processo de fermentacdo e
transformar o vinho em cachaga por meio da destilacéo (Maia, 2002).

No processo de producdo da cachacga de alambique, em geral, a fermentacao
do caldo de cana é espontanea, onde os micro-organismos presentes no caldo de
cana e nos equipamentos e utensilios das areas de produgcdo sao os responsaveis
pelo processo.

A cachaca € constituida principalmente de alcool e agua e de outros
componentes, formados em pequenas quantidades durante o processo de
fermentacao, destilagdo e envelhecimento, os quais recebem a denominacao de
produtos secundarios. Estes compostos pertencem as seguintes classes: acidos
organicos, aldeidos, ésteres, alcodis superiores, furfural, dentre outros (CARDOSO,
2013Db).

Diante disso, a cachaga deve seguir os padrdes de identidade e qualidade
estabelecidos pela Instrugdo Normativa n? 13, de 29 de junho de 2005, do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2005a). Esta legislacao,
além de diferenciar cachaga de aguardente, estabelece os teores maximos (em mg /
100 mL de élcool anidro) permitidos dos componentes volateis (acido acético,
acetato de etila, acetaldeido, furfural, hidroximetilfurfural e alcodis superiores), bem
como o maximo de contaminantes organicos (alcool metilico, carbamato de etila,
acroleina, alcool sec-butilico e alcool n-butilico) e de contaminantes inorganicos

(cobre, chumbo e arsénio). Os padrdes estabelecidos com o0s seus respectivos
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limites tém a finalidade de moderar a influéncia de cada um desses componentes na
protecdo a saude publica e no padrao de qualidade da bebida, ndo significando,
portanto, que a bebida que ali se enquadre possa ser considerada um produto de
qualidade sensorial superior (MIRANDA et al., 2007).

As leveduras e as condic6es de fermentagcdo sao apontadas como alguns dos
fatores que influenciam no sabor das bebidas alcodlicas, pois a maioria dos
compostos secundarios responsaveis pela qualidade quimica e sensorial da bebida
é formada durante a fermentacdo (OLIVEIRA et al., 2005; DATO et al. 2005;
GOMES, 2006).

A diversidade de micro-organismos envolvidos no processo de fermentagcao
espontanea para a producdo da cachaga de alambique pode ocasionar oscilacdes
na qualidade e com isso acarretar a falta de padronizagcdo na qualidade da bebida
produzida ao longo da safra. O uso de levedura selecionada como inéculo inicial na
etapa de fermentacdo da bebida, apresenta inUmeras vantagens, como permite
minimizar as contaminacoes indesejaveis, reduz o tempo de fermentacao, aumenta
o rendimento alcodlico e o produto final sera uniforme e de melhor qualidade.

Assim, a utilizacdo de linhagens selecionadas de S. cerevisiae como
iniciadoras do processo de fermentacdo possibilitara a indicacdo de leveduras
apropriadas ao processo de producdo de cachagca com caracteristicas quimicas
desejaveis a bebida e com potencial para serem utilizadas em escala de alambique.
Além de permitir a manutencédo e padronizacao da qualidade da bebida produzida,
bem como possibilitar 0 desenvolvimento biotecnoldgico do processo produtivo da
bebida e, consequentemente, agregar valor a cachaca de alambique e proporcionar
um maior incremento financeiro ao produtor.

O presente trabalho da continuidade ao projeto de pesquisa intitulado “Boas
Praticas de Fabricacao, selecédo de leveduras e uso de fermento selecionado para a
producdo de cachaca artesanal na Bahia”, aprovado no Edital de Apoio a
Tecnologias Sociais e Ambientais da FAPESB/2009, Termo de Outorga n.
TSC0001/2009, e que com este novo enfoque trara beneficios diretos ao setor
produtivo da cachaca de alambique no estado da Bahia.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Produzir e avaliar a composicdo quimica de cachacas produzidas por
linhagens selecionadas de S. cerevisiae, isoladas de alambiques no estado da
Bahia.

1.1.2 Objetivos especificos

| — Produzir cachaca em escala piloto e de alambique, utilizando-se cepas de
leveduras previamente selecionadas pelo nosso grupo de pesquisa (Micro-
organismo e  Biotecnologia/lUESC; Diversidade e  Biotecnologia de
Microrganismos/UEFS, cadastrados no CNPQ) para a fermentacdo do mosto do
caldo de cana-de-acucar.

Il — Avaliar os compostos quimicos das cachacas produzidas pela linhagem
de levedura selecionada, conforme os padroes de identidade e qualidade
estabelecidos pela Instrucao Normativa n® 13, de 29 de junho de 2005, do MAPA.

[l — Confirmar a presenga, permanéncia e dominancia da levedura
selecionada no final do processo de fermentacdo em escala piloto.

IV — Apontar leveduras que produzam cachacas com boas caracteristicas
quimicas para a producao de cachaca de alambique.

V — Avaliar o rendimento, a eficiéncia e a produtividade de trés bateladas
fermentativas realizadas pelos inéculos selecionado, comercial e selvagem.

VI — Gerar novos conhecimentos e tecnologias para a melhoria da producéo

da cachaca de alambique.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA CACHACA DE ALAMBIQUE

A cachaca de alambique corresponde a um produto que é produzido em
menor volume em relagdo a aguardente industrial, sendo obtida em alambiques de
cobre a partir da destilagdo do mosto fermentado de cana-de-agucar, sem adicao de
acucar, corante ou qualquer outro ingrediente (OLIVEIRA, 2004).

A cachaca produzida nos alambiques utiliza cana despalhada e cortada
manualmente, moida, geralmente, inteira em um ou dois conjuntos de moenda,
sendo o caldo puro resultante colocado a fermentar em dornas, fermentacado essa
conseguida na maioria das vezes, através do fermento natural que acompanha a
cana vinda da lavoura. O vinho (mosto fermentado) é finalmente destilado em
alambiques de cobre resultando no destilado, a cachaga (MARTINO, 1998).

De acordo com Cardoso (2013a), no processo onde a producdo é em
alambique, as cachacas sdo processadas, na maioria das vezes, de forma mais
artesanal, geralmente operada por pequenos produtores, de base familiar e com
recursos mais modestos, com processo de fermentacao espontanea e destiladas em
alambiques de cobre.

A cachacga produzida em alambiques de cobre tem grande procura pelo sabor
mais suave que propicia, visto que o cobre favorece a qualidade da bebida, atuando
como catalisador de importantes reacdes que ocorrem durante a destilacdo (LIMA et
al., 2006).

A producao de cachaca em alambiques consiste em um processo que busca
preservar a qualidade sensorial do produto final e, por isso, a cachaca de alambique
€ considerada um produto de maior qualidade sensorial pelos apreciadores da
bebida, quando comparada com a aguardente industrial (SEBRAE, 2001). Segundo
Cardoso (2013b), a cachaca é muito apreciada por seu sabor e aroma
caracteristicos, que sao decorrentes dos processos de fermentacdo, destilacao e
envelhecimento em tonéis de madeira, tornando-se necessario consolidar esses
fatores para que haja aumento do consumo dessa bebida.

Na producédo de cachaca de alambique, feita em pequena escala, o processo
de destilacdo é realizado em alambiques de cobre, onde ocorre a separacdo do
destilado em trés diferentes fracbes através do processo denominado “corte”. A
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primeira fracdo a ser recolhida é chamada de “cabeca”, cuja separacdo remove o
excesso de compostos mais volateis e/ou mais soluveis em etanol do que em agua.
A segunda fragcédo é o “coragao”, parte nobre do destilado, a qual é utilizada para fins
comerciais. A Ultima fracdo, a “cauda”, contém o excesso de compostos menos
volateis que o etanol e mais soluveis em agua do que em etanol, como o &cido
acético e o hidroximetilfurfural (SERAFIM et al., 2012).

O Governo Federal, através do Decreto n. 6.871, de 04 de junho de 2009,
considera a cachaca uma bebida genuinamente brasileira desencadeando, com
isso, um processo de valorizacao da bebida com o objetivo de estimular o aumento
de producéo e a melhoria de qualidade visando a ampliagdo do mercado externo.
Conforme a legislacao, a cachaca corresponde a uma bebida tipica e exclusiva da
aguardente de cana produzida no Brasil, com graduacéao alcoodlica de 38 % a 48 % e
com caracteristicas sensoriais peculiares (BRASIL, 2009a).

A cachaga representa um produto de importancia econémica crescente, de
grande aceitacdo no mercado nacional e internacional (PEREIRA et al., 2003). Esta
bebida alcodlica foi elevada ao posto de bebida nobre, simbolo nacional, e terceiro
destilado mais consumido no mundo, atrds apenas da vodca e do soju (bebida
asiatica a base de sorgo) (GARBIN, BOGUSZ JUNIOR e MONTANO, 2005).

Segundo dados do Instituto Brasileiro da Cachaca (IBRAC) o Brasil possui
uma capacidade instalada de produgédo de cachacga de aproximadamente 1,2 bilhdes
de litros, tendo mais de 40 mil produtores e cerca de quatro mil marcas de cachacas
(IBRAC, 2013). Em termos de consumo, a cachagca ocupa a segunda posicdo da
bebida alcodlica mais apreciada pelos brasileiros, perdendo somente para a cerveja
(SALES, 2013; LIMA et al., 2009).

Apesar da tradicdo e importancia econémica da cachaca, a cadeia produtiva
da bebida no pais ndo é tecnologicamente homogénea, necessitando de uma busca
no desenvolvimento de tecnologias para aprimorar e controlar a qualidade e a
padronizacdo da bebida, para que seja aceita no mercado externo, assim como
aumentar sua aceitagdo no mercado interno (MIRANDA et al., 2007; MIRANDA,
2005).

Diante das novas perspectivas de mercado, os produtores de cachaca estao
procurando adotar medidas e maneiras que visem a fixacdo de melhores praticas no
seu processamento, ou seja, uma revisdo e aprimoramento das suas técnicas de

producgédo, visando a valorizacao do produto (OLIVEIRA et al., 2005). A necessidade
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de um produto competitivo e que atenda as novas exigéncias do mercado tem
atraido investimentos para o setor de cachaga, buscando estimular a qualidade e a
elitizacao do consumo (DANTAS et al., 2007).

2.2 TECNOLOGIA DE PRODUGAO DA CACHAGA DE ALAMBIQUE

A qualidade na producdo da cachacga de alambique comeca na escolha da
variedade de cana-de-acucar, visto que, é uma tecnologia importante no
processamento da bebida. Corresponde a um fator capaz de proporcionar aumentos
significativos na produtividade agricola e industrial, sem aumento de custos de
producao (RODRIGUES FILHO e OLIVEIRA, 1999).

A variedade de cana-de-acucar é a base que sustenta todas as demais
tecnologias de producédo e processamento da matéria-prima, por isso, sua escolha
deve ser preferencialmente orientada por especialista da é&rea, haja vista as
inUmeras particularidades relativas ao manejo delas (SILVEIRA, BARBOSA e
OLIVEIRA, 2002).

De acordo com Sales (2013), as caracteristicas desejaveis das variedades de
cana destinada a producdo de cachaca sao: alta produtividade em colmo e
sacarose, rapido desenvolvimento inicial, bom fechamento das entrelinhas, boa
brotagdo, colmos com didmetro médio e uniforme, despalha espontanea ou facil,
resisténcia a tombamento e teor de fibra baixo.

Uma vez escolhida a variedade adequada de cana-de-aglcar e realizada a
colheita da cana, o processo de producédo da cachaca de alambique segue para a
obtencdo do caldo da cana-de-agucar pelo esmagamento da cana nas moendas,
que permite dividir o colmo da cana em duas fragdes: o caldo e o bagago (rico em
fibras). Apdés a moagem, ocorre a filiragdo e a decantacdo do caldo da cana, com o
objetivo de retirar as impurezas presentes na cana (terra, pedras, folhas e capim) e o
bagacilho, decorrente do esmagamento da cana pelas moendas, visto que tais
impurezas afetam de forma significativa o processo de fermentacao (RODRIGUES
FILHO e OLIVEIRA, 1999).

Antes de se proceder a fermentacao, faz-se necessario o ajuste do teor de
acucar do caldo (Brix), de forma a atingir o ponto ideal de fermentagéo, entre 15° e

162 Brix, através da adi¢ao de agua potavel ao caldo. O caldo muito rico em acucar,



20

acima de 16 %, esta sujeito a uma fermentacdo com atraso ou incompleta. O
fermento encarregado de transformar o agucar do caldo em alcool possui certo grau
de tolerancia em relacédo ao alcool. Como a quantidade de alcool produzida durante
a fermentacdo depende da quantidade de acglcar da garapa, quando este for
elevado, o teor de alcool no caldo fermentado aumenta, impedindo que as leveduras
continuem a fermentagédo, mesmo havendo, ainda, agucar para ser transformado em
alcool etilico (OLIVEIRA et al., 2005).

Para que ocorra a fermentagdo, torna-se necessario introduzir no caldo de
cana ajustado, uma quantidade de fermento também conhecida como inéculo,
formando assim o mosto. O indculo, também chamado de pé de cuba, corresponde
um volume de suspensao de micro-organismos de concentracdo adequada capaz de
garantir a fermentacao de um dado volume de mosto (CARVALHO e SATO, 2001).

O processo de fermentacado ocorre gracas a acao de enzimas provenientes de
certos microrganismos, tais como as leveduras, que transformam os acucares
presentes no mosto em etanol, gas carbdnico, glicerina e outros produtos formados
em quantidades menos relevantes, tais como acidos carboxilicos, metanol, ésteres,
aldeidos e alcoois superiores (PEREIRA et al., 2003).

A fermentacao alcodlica pode ser considerada como a oxidagao anaerdbica,
parcial, da glicose, por acao de leveduras, com a producao final de alcool etilico e
gas carbonico (anidrido carbonico ou CO,), além de outros produtos secundarios. E
um processo de grande importancia, através do qual é obtido todo o alcool industrial,
e todas as bebidas alcodlicas, destiladas e ndo destiladas e, como produto
secundario, o gas carbbnico (LOPEZ, 2003).

O fermento pode ser preparado de diversas maneiras, conforme a experiéncia
de cada produtor. Existem os fermentos naturais ou "caipiras", os selecionados e os
prensados. Em quaisquer dos tipos, a base de fermentagdo sdo os microrganismos
chamados leveduras, que transformam o acgucar em alcool. Dentre as leveduras, a
Saccharomyces cerevisiae € a que mais se destaca pela capacidade de producéo e
tolerancia a concentracao de etanol (RODRIGUES FILHO e OLIVEIRA, 1999).

Na producao da cachacga de alambique o mais comum é a utilizacdo do pé de
cuba natural (caipira), onde cada produtor possui sua receita e seu método. Utiliza-
se fuba fino, médio ou grosso. Usualmente, acrescentam-se caldo de limao e farelo
de arroz. A fermentacédo dita “caipira”, utilizada pelos produtores de cachaca de

alambique, consiste em introduzir no caldo da cana agente nutriente (vitaminas e
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sais minerais), como fuba, farelo de trigo, arroz, soja ou milho. O agente fermentativo
(leveduras) é a microbiota natural existente, que acompanha a cana-de-agucar
desde a lavoura. Ja o fermento prensado € um produto comercial contendo células
da levedura S. cerevisiae, preparado para servir aos propositos da panificacdo, em
cujo processo também ocorre a fermentacéao alcodlica (PIRES, 2001). Por sua vez, o
preparo de um pé de cuba com leveduras selecionadas consiste na propagacao do
inbculo a partir de uma cultura pura de laboratério, linhagens selecionadas de S.
cerevisiae, promovendo sua multiplicagcdo sucessiva em caldo de cana com teores
crescentes de Brix, sendo este tipo de preparo de fermento o mais exigente em
termos de instalacdo industrial e de controles (CARDOSO, 2006).

Segundo Santos (2013) o uso de cepas selecionadas de S. cerevisiae na
producao de cachaca tem contribuido para o aumento da produtividade e melhorado
a qualidade da bebida em muitos alambiques, bem como cepas selecionadas
possuem maior tolerancia ao etanol e a temperaturas mais elevadas, assim como
resisténcia a altas concentragdes de acucar e também a capacidade de flocular, o
que torna mais dindmico o processo de separacdo do mosto e das cepas ao fim da
fermentacao.

A fermentacdo inicia-se logo apds o caldo da cana-de-acucar entrar em
contato com o fermento. Consiste de trés fases: fermentacdo inicial ou pré-
fermentacao; fermentagcao principal ou tumultuosa; fermentacao final, lenta ou pés-
fermentacao. Na fermentacéo inicial, 0 mosto apresenta uma quantidade de oxigénio
necessario para a multiplicacéo inicial das leveduras, nesta fase, na qual se observa
somente o crescimento no numero de células do micro-organismo, pequena
elevacao da temperatura e pequeno desprendimento de CO.. A fermentacao
principal é iniciada quando o oxigénio do mosto termina, caracterizando-se pela
diminuicdo da multiplicagéo celular das leveduras, que passam a produzir enzimas
que atuam sobre os acucares transformando-os em alcool e gas carbénico. Com o
desprendimento de gas carbbnico havera formacao de bolhas no mosto e também
se observa um aroma caracteristico, semelhante ao de maga madura. A temperatura
eleva-se rapidamente, ocorrera uma queda do Brix, enquanto o teor de éalcool e a
acidez aumentam. Nesta fase, o mosto agita-se como em ebuligdo. Ja na
fermentacao final, a formagcédo de bolhas comega a diminuir e a temperatura cai
vagarosamente, porém ainda com pequeno desprendimento de gas carbdnico. Esta
fase termina quando ocorre uma paralisacdo total do desprendimento de gas
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carbdnico (desaparecimento das bolhas) e o retorno da temperatura ambiente, com
a estabilizacdo do valor de Brix (teor de acucar zerado) (CARDOSO, 2006;
RODRIGUES FILHO e OLIVEIRA, 1999).

Terminado o processo de fermentacao, ocorrera a destilacdo do vinho (mosto
fermentado), que consiste em separar e selecionar os produtos de acordo com as
temperaturas de ebulicdo ou de mudanca de fase do componente, para obtencéo da
bebida destilada, a cachaca. Durante este processo deve-se separar o destilado em
fracOoes para melhorar a qualidade da bebida. Esta separacdo € denominada de
“corte”. A primeira fragdo, denominada de “cabeca”, contém a porcdo mais
significativa de produtos secundérios indesejaveis, como metanol, aldeidos e alcodis
superiores. A segunda fracdo é o “coracdo” e corresponde a cachaca. O corte do
“coracao” é realizado dependendo da graduacdo alcodlica que se deseja para a
cachaca. A terceira e ultima fracdo, denomina-se “calda ou agua fraca”, contém
acidos volateis e parte dos alcodis superiores (MIRANDA, 2005; RODRIGUES
FILHO e OLIVEIRA, 1999).

Logo apéds a destilacado, ou seja, na cachaca nova, as substancias quimicas
que conferem o aroma e o sabor do produto de boa qualidade sensorial ainda néao
estdo em equilibrio satisfatorio, ndo estando pronta para consumo. Nesta fase ela
tem um gosto agressivo, amargo e seu buqué é irregular. H4 necessidade de um
periodo, variavel de dois a trés meses, de descanso para completar a sua qualidade
sensorial. Antes de ser colocado no mercado, o produto deve ser armazenado em
recipientes apropriados (de a¢o inoxidavel ou madeira) em local fresco e bem
protegido, evitando temperaturas altas (CARDOSO, 2006; DIAS, MAIA e NELSON,
1998).

No Brasil, o processo de envelhecimento de bebidas destiladas, constitui-se
de uma etapa optativa, ndo sendo realizada de forma sistematica devido ao tempo
requerido pelo processo e aos custos introduzidos pelo armazenamento da bebida
em grandes tonéis por alguns anos (MIRANDA, 2005).

Por meio do envelhecimento em barris e/ou tonéis de madeira, podem-se
corrigir eventuais defeitos da fermentacdo e da destilagdo, melhorando assim o
paladar das bebidas destiladas (MORI et al., 2003). Dessa forma, o envelhecimento
se torna fundamental para que a cachaca adquira as caracteristicas desejadas pelos
seus consumidores, pois ao longo deste periodo a bebida adquire os atributos
necessarios de cor, aroma e sabor tipicos dos destilados de alta qualidade, gerando
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0s congéneres que agregam valores sensoriais e, consequentemente, econémicos
aos destilados (AQUINO et al., 2006).

Durante o envelhecimento ocorrem inimeras transformagdes, incluindo as
reacdes entre 0s compostos secundarios provenientes da destilacao (alcodis,
hidrocarbonetos carbonilados superiores etc.) a extracéo direta de componentes da
madeira (extrativos), a decomposicdao de algumas macromoléculas da madeira
(lignina, celulose e hemicelulose) e sua incorporacao a bebida e ainda as reagdes de
compostos da madeira com os componentes originais do destilado (LIMA, MAIA e
OLIVEIRA, 2005; MOR!I et al., 2003; LEAO, 2006).

A Figura 1 mostra as etapas do processo de produgcdo da cachaca de

alambique descrito acima.



Figura 1 — Fluxograma do processo produtivo da cachaca de alambique.
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2.3 UTILIZACAO DE LEVEDURAS SELECIONADAS

Varios fatores interferem na qualidade das bebidas alcoodlicas destiladas

como, a qualidade da matéria-prima, o tipo e o0 método de conducdao do processo
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fermentativo, as praticas tecnoldgicas, as operagdes unitarias envolvidas no
processamento, a destilacdo e o envelhecimento (ALCARDE, MONTEIRO e
BELLUCO, 2012). No entanto, considerando que a maioria dos compostos
responsaveis pelo aroma e sabor é formada durante a fermentacao, as leveduras e
as condicoes de fermentacdo sdo apontadas como os fatores que mais influenciam
as caracteristicas sensoriais da cachaca (PEREIRA, 2007).

A qualidade da bebida esta fortemente relacionada com a ecologia dos tipos
microbianos e suas populacdes durante os processos de fermentacdo e maturacao,
sendo determinantes tanto do rendimento em etanol como da formagdo e
proporcées relativas dos compostos secundarios (PATARO et al., 2002). A
diversidade de micro-organismos envolvidos no processo de fermentacéao
espontanea para a producdo da cachaca de alambique pode ocasionar oscilagdes
na qualidade e com isso acarretar a falta de padronizacdo na qualidade da bebida
produzida ao longo da safra (BARBOSA, 2013). O uso de cultura pura como in6culo
inicial na etapa de fermentacdo da bebida, apresenta inUmeras vantagens, como
permite minimizar as contaminacdes indesejaveis, reduz o tempo de fermentacao,
aumenta o rendimento alcodlico e o produto final serd uniforme e de melhor
qualidade (CARDOSO, 2006).

Segundo Pereira (2007) com o progresso da tecnologia de fermentacéo
alcodlica e da taxonomia das leveduras, foi possivel verificar que a linhagem
predominante é a que possui caracteristicas mais adequadas de adaptacdo as
diferentes condi¢cées do processo, tais como teor de agucar do mosto, temperatura
do mosto, acidez do vinho e teor de etanol no vinho. Alterando-se as condi¢cées do
processo, sera estabelecido um novo equilibrio entre as linhagens de leveduras,
podendo surgir outra linhagem dominante, assim, a inoculagdo de uma linhagem
selecionada de uma determinada destilaria ndo garante sua permanéncia em outras
destilarias (PEREIRA, 2007).

A padronizacao da qualidade da cachaca de alambique tem sido um problema
para a profissionalizacao do setor. Cada safra é Unica e até dentro de uma mesma
safra sao frequentes as variacées de sabor e/ou composicao. A falta de controle da
microbiota responsavel pela fermentagédo é um dos fatores que levam as variacoes
sensoriais entre as safras (STROPPA et al.,, 2009). A selecdo de linhagens
iniciadoras que apresentam tolerancia as variagoes ocorridas durante o processo

fermentativo é uma alternativa para garantir uma alta produtividade e a manutencao
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da qualidade do produto (STROPPA et. al, 2009; PATARO et al., 2002). As culturas
iniciadoras dominam o processo, porque sao adicionadas em altas concentragdes,
prevalecendo sobre a microbiota selvagem.

De acordo com Alcarde, Monteiro e Belluco (2012), a ocorréncia de diferentes
espécies e linhagens de leveduras selvagens, isto é, aquelas trazidas do campo com
a propria cana, no processo fermentativo para producado de cachaca de alambique,
podem interferir negativamente na qualidade do produto final. A utilizagdo deste tipo
de inéculo proporciona fermentagbes totalmente aleatérias, pois depende da
quantidade e da qualidade dos microrganismos presentes no caldo.

A utilizacao de leveduras selecionadas na producao de cachaca de alambique
acelera o inicio do processo fermentativo, diminui o risco de contaminacao
microbiolégica, reduz a concentracdo de acucares residuais, aumenta a
produtividade do processo € melhora a padronizacdo da fermentagéo, contribuindo
para a qualidade da bebida (ALCARDE, MONTEIRO e BELLUCO, 2012). Além
dessas vantagens, as linhagens selecionadas possuem maior tolerdncia as
condicbes de estresse encontradas durante a fermentacdo, tais como: maior
tolerancia a elevadas concentracdes de sacarose, altas temperaturas e
concentracdes elevadas de etanol, somada a sua capacidade de floculagdo
(BARBOSA, 2013).

Assim, a utilizagdo de linhagens selecionadas como iniciadoras do processo
de fermentagcdo e que preservem ao maximo as caracteristicas quimicas e
sensoriais da bebida, irdo permitir a manutencdo e padronizacdo da qualidade da
bebida produzida, bem como possibilitar o desenvolvimento biotecnolégico do
processo produtivo da bebida e, consequentemente, agregar valor a cachaca de
alambique e proporcionar um maior incremento financeiro ao produtor (CARDOSO,
2006).

A escolha do tipo de linhagem pode influenciar a eficiéncia e a qualidade do
processo fermentativo, bem como a qualidade quimica e sensorial da bebida
alcodlica produzida (SOARES, SILVA e SCHWAN, 2011). O uso de cepas
selecionadas de S. cerevisiae na producdo de cachaca tem contribuido para o
aumento da produtividade e melhorado a qualidade da bebida em muitos
alambiques (SOUSA, 2005). Barbosa (2013) comenta que o uso de leveduras
selecionadas, notadamente da espécie S. cerevisiae, isoladas das proprias unidades

de producéo da bebida, € uma alternativa na tentativa de controlar eficientemente o



27

processo fermentativo da cachaca. Santos (2013) relata também que o uso de
leveduras localmente selecionadas seja mais eficaz, ja que estdo mais bem
adaptadas as condigdes ambientais da regido e podem garantir o controle adequado
da fermentacgéo alcodlica e preservar os efeitos positivos das leveduras autéctones.

A levedura a ser utilizada no processo de fermentacdo devera ter
caracteristicas especificas bem definidas, como alta velocidade de fermentacéo,
osmotolerancia, tolerancia a etanol, habilidade para produzir altas concentracées de
etanol, alta viabilidade celular para reciclagens repetidas, resisténcia a altas
temperaturas e capacidade de producao de compostos aromaticos (ALENCAR et al.,
2009).

Segundo Vicente (2007), o estabelecimento de parametros que levem a
escolha de cepas que se adaptem as condicdes de producao e que contribuam para
manter e melhorar a qualidade da cachaca € um tema ainda pouco explorado e

merecedor de muitos estudos.

2.4 PRODUCAO DE COMPOSTOS SECUNDARIOS DURANTE A FERMENTACAO
ALCOOLICA

A fermentacdo espontanea da cachaca de alambique tem a caracteristica de
ser conduzida por uma diversidade de leveduras, com predominancia de linhagens
de S. cerevisiae. Durante a fermentagdo alcodlica, ocorre o desdobramento dos
acucares do caldo de cana com formacao de dois produtos principais: alcool etilico e
diéxido de carbono. Além desses, ha, normalmente a formacdo de pequenas
quantidades de outros componentes, 0os quais recebem a denominagao de produtos
secundarios ou congéneres, tais como &acidos carboxilicos, metanol, ésteres,
aldeidos e alcoois superiores, que podem influenciar positivamente ou
negativamente a qualidade da bebida (LIMA et al., 2009; BOGUSZ JUNIOR et al.,
2006; MASSON, 2005).

Os componentes quimicos secundarios sdo compostos organicos volateis que
conferem caracteristicas sensoriais peculiares a cachaga, como o0 aroma e o sabor,
onde a quantidade e a natureza quimica desses componentes dependem da
matéria-prima, da fermentacdo, da destilacdo e do envelhecimento (MONTEIRO,
2010).
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De acordo com Siebalde et al (2002), citado por Zacaroni et al. (2011), devido
a complexidade da composicdo quimica da cachaca esta é dividida em fracao
organica e inorganica. A primeira é constituida basicamente de alcoodis, aldeidos,
ésteres, acidos carboxilicos, cetonas, carbamato de etila e compostos sulfurados.
Dependendo do teor e dos compostos presentes, a bebida pode ser classificada
como desejavel ou ndo, em relacao a aceitacao sensorial, ou em toxica e néo toxica,
em relagdo a saude. A fragdo inorganica é constituida principalmente por ions
metalicos, tais como aluminio, cadmio, célcio, chumbo, cobalto, cobre, cromo, ferro.

Os componentes secundarios formados durante o processo de fermentacéo
do mosto mudam de carater quimico e propor¢ao durante a destilacdo, havendo uma
posterior maturacdo do produto. Contudo, alguns compostos sdo indesejaveis a
bebida devido, principalmente, as suas propriedades toxicas que depreciam a
qualidade do produto final (ZACARONI et al., 2011).

Segundo Dantas et al. (2007), uma boa Cachaca ndo deve possuir em sua
composicao teores nao permitidos de substancias que possam ser nocivas ao
consumidor mesmo quando estas ndo prejudiqguem as propriedades sensoriais da
bebida (cor, aroma, sabor). Assim, a cachaca deve ser submetida a controles de
qualidade fisico-quimica e sensorial.

Durante o processo fermentativo ocorre a formagao de varios acidos, sendo o
acido acético, expresso em acidez volatil, o principal componente da fracao acida da
cachaca (FRANCA, SA E FIORINI, 2011). De acordo com Franca, Sa e Fiorini
(2011), a acidez representa compostos soluveis em agua e com elevado ponto de
ebulicdo e que estado presente nas primeiras fracdes do destilado, na metade final do
coracgao e na totalidade da fracao da calda.

Uma cachaca com uma acidez elevada promove um sabor indesejavel e
agressivo prejudicando a qualidade da bebida. Essa alta acidez pode ser causada
por fatores relacionados a contaminacdo do mosto por bactérias acéticas, que
podem ocorrer desde a obtencao da matéria-prima, durante a estocagem da cana e
apos a moagem, e mesmo apoés a fermentacao, quando a destilacdo do vinho nao é
realizada logo apés o final do processo fermentativo (MOSER, 2012).

Durante a fermentacdo alcodlica, uma parte do etanol reage com o acido
acético formando o acetato de etila, da mesma forma outros alcodis reagem com o
acido acético resultando em outros ésteres, os quais favorecem o aroma da bebida e
cada éster tem um aroma peculiar (BORTOLETTO, 2013). Os ésteres constituem a
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maior classe de compostos aromaticos nas bebidas alcodlicas e sua origem esta no
metabolismo secundario intracelular das leveduras durante a fermentacao alcodlica
(NASCIMENTO, 2007; CARDOSO, 2006; MIRANDA, 2005).

O principal éster encontrado na cachaga é o acetato de etila, que em baixas
concentragdes incorpora um aroma agradavel de frutas a bebida, porém, em
grandes quantidades confere a cachaca um sabor indesejavel e enjoativo (MOSER,
2012).

Aldeidos com até oito atomos de carbono tem aromas penetrantes e
enjoativos considerados indesejaveis em bebidas destiladas. Ja os aldeidos com
mais de dez atomos de carbono apresentam um aroma agradavel (MIRANDA,
2005). O principal aldeido formado na fermentagao alcodlica é o acetaldeido. Séo
formados principalmente durante a fermentacdo, bem como pela oxidacao do alcool
etilico (MOSER, 2012).

Ja os aldeidos como o furfural e o hidroximetilfurfural também podem
aparecer na cachaga, mas sua presenga nao esta associada ao processo de
fermentacao (BOSQUEIRO, 2010). Sua ocorréncia estd associada as condi¢des de
colheita, como a queima prévia da follhagem, da destilacdo quando ainda existem
acucares residuais e/ou residuos de bagacilhos de cana e do envelhecimento por
meio da acado de acidos sobre pentoses e seus polimeros (hemiceluloses), que
podem estar presentes nos recipientes de madeira utilizados no armazenamento da
bebida (VIEIRA, 2011; ZACARONI et al., 2011).

Segundo Masson (2005), na queima do palhico da cana-de-agucar, a
exsudacao do acucar torna-se um excelente aderente ao colmo de residuos da
combustao, de particulas soélidas de solo, minerais e outros. Ao ser processada a
cana, esses residuos sao transferidos para o caldo e, em suspensao, vao para as
dornas e posteriormente para o alambique, cuja matéria organica é transformada em
furfural, chegando ao produto final.

Fernandes (2013) comenta que a presencga de agucares residuais, bem como
o bagacilho no mosto, podera formar compostos indesejaveis, catalisados pelo
aumento da temperatura e pelo pH acido do vinho, desidratando os agucares e
hidrolisando celulose, hemicelulose e pectina, como também outros polissacarideos
do bagacilho, seguido da desidratacdo dos mondmeros de pentoses e hexoses,

originando furfural e hidroximetilfurfural, respectivamente.
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A formagéo de furfural e de hidroximetilfurfural é evitada pela transferéncia do
vinho limpo para a destilagdo, isento de agucares residuais, e de bagacilhos, bem
fermentado, bem filtrado, que reduz a formacao de furfural e de hidroximetilfurfural
no alambique e seu arraste para a bebida (VIEIRA, 2011; BOSQUEIRO, 2010).

De acordo com Bosqueiro (2010), os alcodis superiores sdo aqueles que
possuem mais de dois atomos de carbono, sdo formados durante o processo de
fermentacao, provenientes das reacoes de degradacao de aminoacidos. Os alcodis
superiores, com até cinco atomos de carbono, apresentam odores caracteristicos
(buqué), tradicionalmente associados com bebidas destiladas. Além disso, o aroma
modifica-se substancialmente e os alcodis tornam-se oleosos e alguns lembram
fortemente o aroma de flores. Esse excesso é chamado de 6leo fusel, que em teor
elevado desvaloriza a cachaca e prejudica a qualidade da bebida. A formacéao de
alcodis superiores depende da cepa de levedura empregada e da ocorréncia de
micro-organismos contaminantes (CARDOSO, 2006; MIRANDA, 2005). Os principais
alcoois superiores encontrados na cachaca sao o alcool isoamilico (3 metil butanol-
), amilico (2 metil butanol-1), n-propilico (propanol-1) e isobutilico (2 metil propanol-
1).

O metanol, alcool com um carbono apenas, € totalmente indesejavel na
bebida, devido a sua alta toxidez. Ele origina-se da degradacdo da pectina, um
polissacarideo presente na cana-de-acucar, durante o processo de fermentacao
(ZACARONI et al., 2011). A molécula de pectina corresponde a um polimero
formado pela associacdo de centenas de moléculas de acido galacturénico, que
possuem fragmentos de moléculas de metanol, as quais sdo liberadas durante a
fermentacao, através das reacdes de hidrolise acida ou enzimatica (BOSQUEIRO
2010; MONTEIRO, 2010).

A ocorréncia de metanol no mosto pode estar associada a queima da cana no
momento da colheita e a degradacdo de substdncias pécticas, especialmente
quando o caldo de cana é acrescido de bagacos ou suco de frutas (CARDOSO,
2006). De acordo com Bortoletto (2013), na cachaca o metanol é formado pela
degradacao de bagacilhos da cana-de-agucar, fibra que contém pectina, quando
inicialmente ndo € separado do caldo por filtracdo. O referido autor ressalta também
qgue normalmente o teor de alcool metilico em destilados de cana-de-agucar é baixo
devido ao conteudo de pectina na cana ser baixo quando comparado ao de outras
matérias-primas empregadas para a producao de bebidas destiladas.
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Cardoso (2006) comenta também que em alambiques mal higienizados, pode
ocorrer 0 acumulo de bagacilho sobre as paredes da panela e da coluna do
alambique e com o tempo, a degradacao desse material pode acarretar a geracéo
de metanol e sua transferéncia para a bebida. Dependendo da quantidade ingerida,
o metanol pode causar intoxicacdo que se configura inicialmente por dor de cabeca,
nausea, cegueira e até a morte (CARUSO, NAGATO e ALABURDA, 2010). O
metanol possui ponto de ebulicdo inferior ao do etanol, e por isso se encontra com
maior volume na fragao cabeca do destilado (MONTEIRO, 2010).

O emprego de cobre na fabricacdo de alambiques corresponde a um aspecto
que favorece a qualidade da cachaga de alambique, uma vez que o cobre atua como
catalisador durante a destilacao, eliminando odores desagradaveis, como os sulfetos
(ABUJAMRA, 2009). A contaminacdo de cobre na cachaca de alambique ocorre
devido a falta de higienizacdo do alambique, principalmente durante as paradas
longas da destilacdo e do término da producao, visto que, como o alambique, que
normalmente é de cobre, entra em contato com o ar imido, o qual oxida o cobre e
forma-se entdo uma camada esverdeada de nome azinhavre, composta por
carbonato basico de cobre, na superficie do metal (GONCALVES, FIGUEIREDO e
UETANABARO, 2012). Este carbonato é solubilizado pelos vapores &acidos
produzidos durante a destilagdo, e por arraste, conduz a contaminagdo da bebida
por ions de cobre. Por isso recomenda-se encher o alambique e as serpentinas com
agua para evitar a oxidacdo do cobre e contaminacdo da bebida pelo metal
(MOSER, 2012; MONTEIRO, 2010).

De acordo com Gongalves, Figueiredo e Uetanabaro (2012), o alambique
deve ser obrigatoriamente limpo depois de toda alambicada para evitar que
incrustacdes formadas nas paredes do alambique, possam produzir substancias que
prejudiquem a qualidade sensorial da cachaga, bem como impedir a agdo catalitica
do cobre, e, com isso, ocasionar problemas no flavor da bebida. Os autores
comentam também que ao final da safra de producao da cachaca, o alambique deve
ser totalmente desmontado e limpo com agua potavel acidificada. Assim que o
alambique estiver limpo e seco, procede-se a sua montagem, enchendo-o a seguir,
tanto o alambique quanto a serpentina, com agua potavel para evitar a oxidacao do
cobre e consequentemente a presenca do azinhavre. Os autores destacam ainda
que quando do inicio da nova safra, o alambique que ficou cheio de agua na

entressafra serd esvaziado. Em seguida, devera ser lavado com &agua potavel



32

acidificada. Apés este procedimento, encher o alambique com agua potavel até o
limite de trabalho e realizar uma destilacdo com esta dgua. Assim serdo eliminados
os residuos de cobre e dos materiais utilizados na limpeza.

Um outro contaminante encontrado em baixas concentracées em bebidas
alcoolicas e alimentos fermentados é o carbamato de etila, também denominado de
uretana ou etiluretana. O carbamato de etila € um éster etilico do &cido carbamico
que apresenta ponto de ebulicdo de 185°C e é muito soluvel em agua e alcool
(MOSER, 2012). O mecanismo de formagdo do carbamato de etila em bebidas
alcoolicas ainda ndo esta bem elucidado (ZACARONI et al., 2011; BOSQUEIRO,
2010; ABUJAMRA, 2009). Em bebidas destiladas o carbamato de etila pode ser
formado pela reacdo entre o etanol e seus precursores nitrogenados, como a uréia,
o fosfato de carbamila e o cianeto, sendo este Ultimo considerado um precursor de
carbamato de etila durante e apdés o processo de destilacdo (ABUJAMRA, 2009).
Além disso, os aminoacidos também sao possiveis precursores do carbamato de
etila, como no caso da arginina, cuja degradacao pelas leveduras produz ornitina e
uréia, sendo a ureia o principal precursor para a formacao do carbamato de etila
(PINHEIRO, 2010). A uréia pode ser produzida durante o processo fermentativo,
devido ao metabolismo das leveduras ou ser adicionada, através da suplementacéo,
a dorna de fermentacao (PINHEIRO, 2010).

De acordo com Caruso, Nagato e Alaburda (2010), o carbamato de etila pode
ser formado durante todas as etapas de produgcdo das bebidas, pela reacdo do
etanol com alguns compostos nitrogenados, como ureia, carbamil fosfatos, n-
carbamil aminoacidos, cianetos, entre outros. Estes compostos sdo provenientes do
proprio meio e como um resultado da atividade microbiol6gica durante a
fermentacao alcodlica.

O ion cianeto (CN) também é um precursor importante na formacédo de
carbamato de etila em bebidas destiladas (MOSER, 2012; BOSQUEIRO, 2010;
LELIS, 2006). Este ion é formado pela agdo enzimatica e clivagem térmica de
glicosideos cianogénicos (OLIVEIRA, 2012). A cana-de-aglcar, matéria-prima para a
producdo da cachacga, apresenta glicosideos cianogénicos. Estes glicosideos séo
degradados enzimaticamente, gerando acgucar e cianoidrina, que se decompde a
ions CN". Os ions cianetos na presenca de cobre se oxidam a ions cianatos e estes
reagem com o etanol para formar o carbamato de etila (MOSER, 2012; OLIVEIRA,
2012).
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2.5 PADRAO DE IDENTIDADE E QUALIDADE DA CACHACA

O aperfeicoamento tecnoldgico e o controle de qualidade do processo de
producédo da cachacga de alambique sé sao possiveis mediante o conhecimento da
composicao quimica e da qualidade sensorial da bebida (ALCARDE, SOUZA e
BELLUCO, 2010). Devido ao elevado consumo de cachaga, controlar a qualidade
desta bebida é uma questdo de saude pdublica, portanto, a presenca de
contaminantes deve ser avaliada (CARUSO, NAGATO e ALABURDA, 2010).

De acordo com Serafim et al. (2011), com o aumento da demanda por
bebidas com elevado padrdo de qualidade, a adogédo de técnicas produtivas mais
eficientes € o desafio a ser superado pelos produtores de cachaca, os quais devem
dentre as etapas de producdo da bebida, dar uma maior importancia a fermentacao
do mosto e a posterior destilacdo do vinho para a obtencdo de uma bebida com
qualidades quimicas e sensoriais superiores.

Com relacdo a legislacédo, vale destacar que a Portaria n. 276 de 24 de
setembro de 2009, do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (INMETRO), aprova a revisdo dos Requisitos de Avaliagcdo da
Conformidade para Cachacga, atendendo aos requisitos da Instrucdo Normativa n®
13, de 29 de junho de 2005, do MAPA, bem como visando o aumento das
exportacdes da bebida.

A partir da Instrucdo Normativa n. 13, de 29 de junho de 2005, do MAPA,
foram fixados os padroes de identidade e qualidade da Cachaca. De acordo com
esta instrucdo Normativa, a Cachaca € a denominagdo tipica e exclusiva da
Aguardente de Cana produzida no Brasil, com graduacao alcodlica de 38 % a 48 %
em volume a 20°C, obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-
de-aclcar, com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de
acucares até 6 g / L (seis gramas por litro), expressos em sacarose (BRASIL,
2005a).

Os padroes de identidade e qualidade, estabelecidos pela legislacdo, com
seus respectivos limites tém a finalidade de padronizar a cachaca e proteger a saude
do consumidor. Essa padronizacdo é essencial para que a bebida atenda aos
padrbes internacionais de qualidade e seja aceita pelo mercado externo,
proporcionando condicées de abertura e manutencdo do mercado de exportacao,
além de proporcionar aceitacdo, no mercado interno, pelas classes de maior poder
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aquisitivo, as quais exigem bebidas com maior controle de qualidade (SOUZA et al.,
2009).

Fernandes (2013) relata que com o avanco tecnolégico e a exigéncia do
mercado consumidor, tanto nacional como internacional, o controle de qualidade em
relacdo aos componentes quimicos presentes na cachaga apresenta significativa
importancia. Segundo Cardoso (2013a), um importante instrumento de controle da
qualidade da cachaca e de identificacdo de oportunidades de melhoria da qualidade
quimica e sensorial é a analise quimica, onde para que se possa modificar as
caracteristicas e/ou controlar a qualidade de um produto é necessario que se
conhega a composi¢ao quimica do produto final.

Conforme a legislacdo (BRASIL, 2005a), a cachaca deve apresentar os
seguintes padrées de qualidade: o teor alcodlico deve ser de 38 % a 48 % v/v em
alcool. O Coeficiente de Congéneres que é a soma de: acidez volatil (expressa em
acido acético), aldeidos (expressos em acetaldeido), ésteres totais (expressos em
acetato de etila), alcoois superiores (expressos pela soma do alcool n-propilico,
alcool isobutilico e alcoois isoamilicos) e furfural + hidroximetilfurfural ndo podera ser
inferior a 200 mg / 100 mL e nao podera ser superior a 650 mg / 100 mL de alcool
anidro. Os teores maximos permitidos pela legislacdo das moléculas volateis estao
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Teores maximos (em mg/ 100 mL de alcool anidro) permitidos pela legislagéo brasileira

das moléculas volateis na cachaca.

Moléculas volateis presentes na cachaca mg / 100 mL de alcool anidro
Acidez volatil, expressa em acido acético 150

Esteres totais, expressos em acetato de etila 200

Aldeidos totais, em acetaldeido 30

Soma de Furfural e Hidroximetilfurfural S

Soma dos alcoois isobutilico (2-metil propanol),

isoamilicos (2-metil-1-butanol + 3 metil-1-butanol) e n- 360

propilico (1-propanol)
Fonte: BRASIL (2005a).

Além disso, 0 maximo de contaminantes organicos e de contaminantes

inorganicos esta apresentado na Tabela 2 e na Tabela 3 respectivamente.
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Tabela 2 — Teores maximos de contaminantes orgénicos na cachaca permitidos pela legislagdo

brasileira.

Alcool metilico (mg / 100 mL de alcool anidro) 20
Carbamato de etila (ug /L) 210
Acroleina (2-propenal) (mg / 100 mL de &lcool anidro) S
Alcool sec-butilico (2-butanol) (mg /100 mL de élcool 10
anidro)

Alcool n-butilico (1-butanol) (mg/ 100 mL de alcool 3
anidro)

Fonte: BRASIL (2014); BRASIL (2005a).

Tabela 3 — Teores maximos de contaminantes inorganicos na cachaca permitidos pela legislacao

brasileira.
Cobre (Cu) (mg /L) 5
Chumbo (Pb) (ug /L) 200
Arsénio (As) (ug /L) 100

Fonte: BRASIL (2005a).

Fernandes (2013) comenta que a analise quimica da cachaca é realizada
mais usualmente empregando técnicas cromatograficas, onde essas técnicas
objetivam relacionar a qualidade do produto com a presenca ou auséncia de certas
substancias, verificando se a bebida atende aos padrdées nacionais e internacionais.
Além disso, tais técnicas podem ainda ser utilizadas como ferramenta balizadora
para percepcao de semelhancas ou diferencas que possam ser traduzidos por
indicadores quimicos e sensoriais que possivelmente indiguem a origem geografica
da cachaca.

Os padrbes de qualidade estabelecidos para a cachaca tém a finalidade de
moderar a influéncia de cada componente secundario nas caracteristicas sensoriais
da bebida (FRANCA, SA e FIORINI, 2011). Segundo Miranda (2005), os padrdes de
identidade e qualidade e seus respectivos limites, estabelecidos para a cachaca, tém
a finalidade de melhorar a influéncia de cada um dos componentes quimicos na
protecdo da saude publica e na qualidade da bebida, nao significando, entretanto,
gue a cachacga que ali se enquadre possa ser considerada um produto de qualidade
sensorial superior.

Cabe ressaltar sobre as Boas Praticas de Fabricacao (BPF), que representam
normas de procedimentos para atingir um determinado padrdo de identidade e
qualidade para produtos, processos e servicos (GONCALVES, 2009), a importancia
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dos produtores de cachaca de alambique em buscar sempre o aprimoramento do
processo produtivo da bebida, visando a melhoria e o aperfeicoamento da qualidade
na producdo, os quais podem ser alcancados através da implantacdo e da
manutencao das BPF. Para isso a Resolugéao n® 275, de 21 de outubro de 2002, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que dispbe sobre o
“Regulamento Técnico de Procedimentos Operacionais Padronizados aplicados aos
Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos e a Lista de
Verificagdo das Boas Praticas de Fabricagdo em Estabelecimentos
Produtores/Industrializadores de Alimentos”; a Portaria n® 368, de 04 de setembro de
1997, do MAPA que “Aprova o Regulamento Técnico sobre as condi¢des Higiénico-
Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacdo para Estabelecimentos Elaboradores /
Industrializadores de Alimentos”; e a Portaria n® 326, de 30 de julho de 1997, da
ANVISA que “Aprova o Regulamento Técnico sobre "Condigbes Higiénico-Sanitarias
e de Boas Praticas de Fabricacao para Estabelecimentos
Produtores/Industrializadores de Alimentos”, sdo importantes legislacées que servem
de parametros para melhoria das condicdes higiénico-sanitarias da producdo e
controle do processo de fabricagao.

2.6 ANALISE MOLECULAR DE LEVEDURA SELECIONADA

O processo fermentativo para a produgcdo de cachacga é realizado pela acéo
de leveduras, principalmente a Saccharomyces cerevisiae, que Sao responsaveis
pelo desdobramento dos agulcares presentes no mosto, convertendo-os em etanol e
gas carbbnico (CARDOSO, 2006). De acordo Bernardi (2007), a melhoria da
qualidade da cachagca e o aumento na eficiéncia do processo produtivo passam,
necessariamente, pela selecdo de uma ou mais leveduras apropriadas ao processo.

A identificacdo e a caracterizacdo das leveduras apresentam grande
importancia para processos fermentativos de producdo de cachaga, uma vez que
durante a fermentacdo do caldo de cana-de-acucar, a diversidade de leveduras
presentes nas dornas durante a etapa fermentativa € um dos principais problemas
para a manutencao e padronizacao da qualidade da cachaga (BARBOSA, 2013).

Devido a sucessao de espécies de leveduras presentes durante o processo
de fermentacéo do caldo de cana para a producao de cachaca, existe a necessidade
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de técnicas moleculares que acompanhem a presenca de leveduras S. cerevisiae
iniciadoras da fermentacdo para garantir agilidade, diminuir as contaminagdes,
aumentar o rendimento, com vistas a melhorar a qualidade e a padronizacdo da
cachaga produzida (VICENTE, 2007).

As técnicas de identificacdo e classificacdo de leveduras mais empregadas
sao aquelas baseadas em caracteristicas morfologicas e fisioldégicas, denominadas
técnicas tradicionais, as quais podem, algumas vezes, levar a uma classificacao
incorreta de espécies deste género, como a instabilidade na morfologia das col6nias
das linhagens de uma mesma espécie, os poucos resultados que se obtém a partir
da fisiologia para classificagdo e a possibilidade de mutacdo de um unico gene
alterando as caracteristicas fisiolégicas da linhagem. Por isso as técnicas de biologia
molecular tém sido usadas como alternativa as técnicas tradicionais de identificagao
e caracterizacao de leveduras, visto que estas técnicas oferecem vantagens, como a
identidade de linhagens por suas caracteristicas genéticas e nao por seu perfil
fisiolégico (BERNARDI, 2007).

Avancgos na biologia molecular tém levado ao desenvolvimento de novas
técnicas para caracterizacdo, identificacdo e classificacdo de micro-organismos
(RAMOS, 2009). As técnicas moleculares que tém sido aplicadas para a
identificacdo de leveduras incluem eletroforese em gel de campo pulsado (Pulsed
Field Gel electrophoresis - PFGE), andlise de polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdio do DNA mitocondrial (Mitochondrial DNA Restriction
Fragment Length Polymorphism -RFLPmMtDNA), reacdo de polimerase em cadeia
(Polymerase Chain Reaction -PCR), polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(Randomly Amplified polymorphic DNA - RAPD) e amplificacdo de sequéncias
simples entre repeticoes de DNA (Inter Simple Sequence Repaeats - ISSR)
(PATARO et al.,2000; GOMES et al., 2009; BADOTTI et al., 2009; SILVA, 2009;
RAMOS, 2009).

De acordo com Ramos (2009), os métodos moleculares permitem uma
distincdo mais precisa entre as linhagens de S. cerevisiae, uma vez que a
sistematica de leveduras baseada em critérios morfolégicos, fisioldégicos e
bioquimicos provou ser inadequado para diferenciar cepas da mesma espécie. Por
esta razao, técnicas moleculares que possibilitem a distincdo da cepa da levedura
inoculada das restantes da microbiota natural presentes no processo fermentativo

tém sido utilizadas.
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A analise de polimorfismo mediante a restrigio do DNA mitocondrial tem sido
amplamente utilizada como método para caracterizacao de linhagens de origem de
processos fermentativos como do vinho, cerveja e cachaca (VEZINHET et al., 1990;
ARAUJO et al.,, 2007; BADOTTI, 2009). O RFLPmtDNA é detectado através da
capacidade das enzimas de restricao que clivam o DNA em posi¢cdes especificas,
gerando um numero limitado de comparaveis fragmentos com diversos
comprimentos (SILVA, 2009). Vicente (2007) relata que o polimorfismo do DNA-
mitocondrial corresponde a uma técnica que tem obtido sucesso na diferenciacao
tanto de género quanto da espécie de S. cerevisiae, sendo um método simples e
rapido que utilizando a digestdo do DNA mitocondrial por enzimas de restricao,
associado ao alto polimorfismo genético, tem sido usada para estudar a
autenticidade de cepas comerciais de leveduras.

De acordo com Badotti et al. (2010) a analise do perfil de restrigio do DNA
mitocondrial (mtDNA-RFLP) tem sido apontada como uma técnica eficiente para
caracterizar e diferenciar linhagens industriais de S. cerevisiae, onde tem-se
mostrado (til para diferenciar linhagens isoladas de um mesmo mosto e para
monitorar a persisténcia e prevaléncia de linhagens especificas durante todo o
processo fermentativo, além de ser uma técnica rapida, facil e de relativo baixo
custo. Guerola (2006) comenta que esta técnica permite a andlise de um maior
namero de cepas em menostempo e a considera ideal para ser utilizada na inddstria
por sua rapidez, segurancga, economia e por nao requerer material sofisticado, nem

mao de obra especializada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LEVEDURAS UTILIZADAS PARA A PRODUGAO DE CACHACA EM ESCALA
PILOTO

As leveduras utilizadas no presente projeto para a producdo da cachacga de
alambique sdo provenientes de projetos de pesquisa anteriores (OLIVEIRA, 2009;
SILVA, 2009; PINHEIRO, 2012) do nosso grupo de pesquisa (Micro-organismo e
Biotecnologia/UESC; Diversidade e Biotecnologia de Microrganismos/UEFS,
cadastrados no CNPQ).

Estas leveduras ja se encontram identificadas bioquimicamente e
molecularmente com Saccharomyces cerevisiae por Silva (2009), além de
diferenciadas intra-especificamente quanto a tolerancia ao etanol, osmotolerancia, a
termotolerancia, a producao de H,S, a capacidade de floculacao e a fermentagdo em
batelada por Pinheiro (2012).

As leveduras utilizadas nesta pesquisa foram isoladas de fermentacées em
fabricas de cachaca de alambique, localizadas no estado da Bahia. Estas leveduras
estdo preservadas por criopreservacdo, em meio GYMP (glicose 2%, extrato de
levedura 0,5%, extrato de malte 1% e de fosfato de sédio 0,2%) a 28°C, sob rotacao
(200 rpm), e apods o periodo de 24 horas foram acrescido de 15% glicerol. Este
material encontra-se congelado e mantido a -80°C no Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia (LAPEM) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

3.2 PREPARO DO INOCULO DAS LEVEDURAS SELECIONADAS PARA A
PRODUGAO DE CACHACA EM ESCALA PILOTO

As leveduras para a producao de cachaca foram reativadas através de estrias
simples em quatro placas de Petri com agar Sabouraud dextrose (g/L: 10 g de
peptona, 40 g de dextrose, 15 g de agar).e em seguida foram incubadas a 30°C
durante 24 h. Apdés 24 h de crescimento foram transferidas quatro alcadas
carregadas das culturas puras para quatro Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL

de caldo de cana estéril (121°C/15 min) a 52 Brix, suplementado com 2,0 g de fuba
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de milho e 0,1 g de farelo de arroz, formando assim a primeira etapa da
multiplicacéo (P1), conforme demonstrado na Figura 2.

Figura 2 — Procedimento de reativacdo das leveduras selecionadas para a produgéo de cachaga em

escala piloto.

P1
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/NN
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100 mL
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+
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suplementado  com
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milho 1 gL

farslo de arroz.

Estufa30°C /7 24h .
+ 100 mL

AS 100 mL

[ = B = B
L4 E I b

100 mL de CC a 5° BRIX

-+
CQuatro alcadas da levedura

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cada erlenmeyer da etapa P1 recebeu quatro alcadas carregadas da cultura
pura previamente crescida em placas de Petri de agar Sabouraud dextrose.
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A suplementacdo do caldo de cana utilizado para a multiplicacdo das
leveduras e para a fermentacéo foi feita utilizando 20 g/L de fuba de milho e 1,0 g/L
de farelo de arroz.

O procedimento de reativagcdo, bem como de multiplicacdo das leveduras
selecionadas, de fermentacdo e de destilacdo para a producdo de cachaga em
escala piloto foram realizados no Laboratério de Microbiologia da Agroindustria da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), lIhéus, Bahia.

3.3 PROCESSO DE MULTIPLICAGAO DAS LEVEDURAS SELECIONADAS PARA
A PRODUCAO DE CACHACA EM ESCALA PILOTO

Apés a inoculacao das culturas puras em caldo de cana estéril a 5° Brix, etapa
P1, as leveduras foram incubadas em agitador tipo shaker a 150 rpm, temperatura
de 30°C, durante 24 h. Passadas as 24 h de crescimento da etapa P1 transferiu-se,
assepticamente, os 100 mL, dos frascos de erlenmeyer de 250 mL para quatro
erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de caldo de cana estéril a 7° Brix,
suplementado com 2,0 g de fuba de milho e 0,1 g de farelo de arroz, que foi
chamado de etapa P2. Foram repetidas as condi¢des de incubacao, temperatura e
agitacao da etapa P1, por 24h. Depois de 24h, transferiu-se, assepticamente, os 200
mL da etapa P2 para quatro erlenmeyer de 1000 mL contendo 200 mL de caldo de
cana estéril a 92 Brix, suplementado com 4,0 g de fuba de milho e 0,2 g de farelo de
arroz (etapa P3). As condicbes de incubacao, temperatura e agitacao foram as
mesmas da etapa P1. Por fim, apds 24 h de multiplicacdo da etapa P3 transferiu-se,
assepticamente, o conteudo, 400 mL, dos frascos de erlenmeyer de 1000 mL para
quatro erlenmeyer de 2000 mL contendo 600 mL de caldo de cana estéril a 112 Brix,
suplementado com 12 g de fuba de milho e 0,6 g de farelo de arroz, etapa P4,
utilizando as mesmas condicdes citadas anteriormente.

Para um melhor entendimento da propagacdo das leveduras, na Figura 3
estdo esquematizadas todas as quatro etapas (P1, P2, P3 e P4) de multiplicacdo

das leveduras utilizadas para a producao de cachagca em escala piloto.
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Figura 3 — Esquema de multiplicacdo das leveduras selecionadas utilizadas para a produgéo de

cachaca em escala piloto.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4 PROCESSO DE FERMENTACAO PARA A PRODUGAO DE CACHACA EM
ESCALA PILOTO

Para o inicio da fermentagcédo do caldo de cana em escala piloto, apds as 24 h
de multiplicacdo da etapa P4, o volume total final de 4 L, foi transferido para uma
dorna de fermentacdo de aco inoxidavel com capacidade de 30 L e depois foram
adicionados 5 L de caldo de cana a 13° Brix, pasteurizado (70°C/15s, seguido de
resfriamento a 30°C) e suplementado com 100 g de fuba de milho e 5,0 g de farelo
de arroz. Esta primeira etapa da fermentagao foi chamada de F1.

Apos a mistura dos inéculos com o caldo de cana, a concentragéo inicial de
acucar foi medida, e deixou-se na etapa F1 por 24 h. Em seguida foram adicionados
mais 6 L de caldo de cana a 15° Brix, pré-aquecido a 30°C previamente
suplementado com 120 g de fuba de milho e 6 g de farelo de arroz, etapa F2 da
fermentagdo, permanecendo nessa etapa até a concentracdo de agucar zerar,
conforme ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 — Procedimento de fermentacdo do caldo de cana pelas leveduras para a producédo de

cachaca em escala piloto.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Zerado o teor de acucar da etapa F2, o vinho foi encaminhado para a

destilacdo em alambique de cobre.

Dando prosseguimento ao processo de fermentagdo foram adicionados na

etapa F2 das leveduras testadas que conseguiram zerar o teor de acgucar, novas

adicées de 11 L de caldo de cana (CC) a 15° Brix, previamente aquecido a 30°C e
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sem suplementacao, sendo assim repetidos da etapa F3 até a F12 da fermentacéo
(Figura 5).

Nessas novas adicbes de caldo de cana na etapa F2, adotou-se o
procedimento de se adicionar primeiro 5 L de caldo de cana a 15° Brix e apés 4 h foi
adicionado o restante do caldo, 6 L, onde deixou-se fermentar até a concentracao de

acucar zerar.

Figura 5 — Bateladas fermentativas realizadas na etapa F2 para dar continuidade ao processo de
fermentacdo em escala piloto das cepas testadas que conseguiram zerar o teor de agucar.

i 7] 5 6 s
17 L 18 1L
! !
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16 L 19L 20L
| ! !
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+ + + + +
6LdeCCal15%BRIX 6LdeCCai15BRIX 6LdeCCai15BRIX 6LdeCCa1i5BRIX 6LdeCCa15°BRIX
(ap6s quatro horas) (ap6s quatro horas) (ap6s quatro horas) (ap6s quatro horas) (ap6s quatro horas)
21L 22L 23L 24L 25L
! ! ! ! !
10 L de F7 11LdeF8 12L de F9 13Lde F10 14 L de F11
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(ap6s quatro horas) (ap6s quatro horas) (ap6s quatro horas) (ap6s quatro horas)  (apds quatro horas)

CC = Caldo de cana. Fonte: Elaborado pelo autor.

A concentracdo de acucar durante o processo de fermentagéo foi medida com

auxilio do sacarimetro.



45

3.5 PROCESSO DE DESTILAGAO EM ESCALA PILOTO

Uma vez zerado a concentracdo de acucar das etapas de fermentacdo em
escala piloto realizadas no laboratério, 10 L do vinho foram transferidos para o
alambique de cobre com capacidade util de 10 L para realizar o processo de
destilagéo (Figura 6).

Figura 6 — Alambique de cobre utilizado para a destilagdo da cachacga produzida em escala piloto.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na destilagdo do vinho foi realizado o fracionamento da cachaga, onde
adotou-se como referéncia o padrao de 5% do total destilado para a fracdo da
“cabeca”, 80% do total destilado para a fracao do “coracédo” e 15% do total destilado
para a fracao da “cauda”, conforme descrito por Cardoso (2006) e Rodrigues Filho e
Oliveira (1999). A graduagéao alcodlica de 40% a 42% v/v de é&lcool etilico desejada
para a cachaca, fracao do coracao, foi medida com auxilio do alcobmetro.

3.6 PRODUGCAO DE CACHAGCA EM ESCALA DE ALAMBIQUE COM LEVEDURA
SELECIONADA

Apenas as cepas de leveduras selecionadas que apresentaram os melhores
resultados nas etapas de multiplicacdo das leveduras e de fermentacao do caldo de
cana em escala piloto passaram para a produgdo de cachaca em escala de
alambique. Somente os melhores resultados seriam testados por uma questdo de
desempenho, possibilidade de uma maior resisténcia e predominio durante a



46

multiplicacdo e a fermentagdo em uma escala de producdo maior, bem como
pensando na agilidade, no rendimento e na eficiéncia do processo produtivo da
cachaca em escala de alambique.

Para a producdo de cachaca em escala de alambique com as leveduras
selecionadas, primeiramente foi feita a multiplicacdo das leveduras no Laboratério de
Microbiologia da Agroindustria da UESC para a obtengdo de um volume grande de
indculo, acima de 20 L, volume necessario para iniciar a propagacao e producao da
cachaga com levedura selecionada na fabrica de cachaga de alambique, parceira
deste projeto, localizada no municipio de Ilhéus, Bahia. Esta fabrica possui dornas
de fermentagdo com capacidade util de 1.000 L e um volume de inéculo de 240 L.

O produtor de cachaca de alambique que gentilmente cedeu as instalacoes
para a realizagao do procedimento experimental com as leveduras selecionadas tem
uma capacidade instalada de producgéo diaria de 1.000 L / dia, produzindo mais de
30 mil litros de cachaca por ano, destilados em alambique de cobre e envelhecidos
em tonéis de madeira.

Na fabrica de cachaca de alambique, as etapas de multiplicacdo, de
fermentacdo e de destilacdo foram realizadas seguindo o0s procedimentos
rotineiramente utilizados para a producéo de cachaca. Ao responsavel técnico foram
passadas as orientacbes técnicas sobre a importancia da manutencdo e do
aprimoramento das condicdes higiénico-sanitarias na producdo para 0 sucesso na
multiplicagcdo da levedura, bom desempenho do processo fermentativo e para a
garantia da qualidade da bebida produzida (GONCALVES, ROSA e UETANABARO,
2009).

A multiplicacdo das leveduras em laboratério seguiram inicialmente os
mesmos procedimentos adotados nas etapas P1, P2, P3 e P4 de propagacao para a
producédo de cachaga em escala piloto. A Unica diferenca foi que em cada etapa da
propagacao foram utilizados 20 Erlenmeyers ao invés de quatro, para que no final da
etapa P4 fosse obtido um volume inicial de inéculo de 20 L (caldo fermentado mais
levedura).

A reativacdo das leveduras também seguiu os procedimentos experimentais
iniciais adotados no preparo do indculo para a produgdo de cachaca em escala
piloto, diferindo apenas no fato de que as leveduras foram reativadas através de
estrias simples em 20 placas de Petri com agar sabouraud dextrose para a formacéao
da primeira etapa da multiplicacdo (P1).
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Visando aumentar o volume inicial de inéculo obtido na Etapa P4, para que
fossem suficientes para iniciar a multiplicacdo e a fermentacao na fabrica de
cachaca, ap6s as 24 h de multiplicacdo das leveduras na etapa P4, os 20
erlenmeyer de 2 L foram retirados da incubadora shaker e o conteudo total, 20 L,
foram transferidos para uma dorna de fermentacdo de aco inoxidavel com
capacidade de 150 L, seguido da adicdo de 20 L de caldo de cana a 11° Brix,
pasteurizado e suplementado com 400 g de fuba de milho e 20 g de farelo de arroz,
etapa P5.

A pasteurizacdo do caldo de cana seguiu 0os mesmos procedimentos
realizados na multiplicacdo da levedura em escala piloto, descritos anteriormente.

Apos a mistura do inéculo com o caldo de cana, mediu-se a concentragéo de
acucar com auxilio de um sacarimetro, acompanhando o decaimento do teor de
acucar da mistura cair pela metade nessa etapa. Em seguida foram adicionados
mais 20 L de caldo de cana a 112 Brix, pasteurizado e suplementado com 400 g de
fuba de milho e 20 g de farelo de arroz, etapa P6. Quando o Brix estava na metade
foram adicionados na etapa P6, 30 L de caldo de cana a 132 Brix, sem pasteurizacao
e sem suplementacao, apenas aquecido a 32°C, formando assim a etapa P7.

Por fim, depois do Brix cair novamente para a metade foram adicionados na
etapa P7 mais 30 L de caldo de cana a 13% Brix, sem pasteurizacdo e sem
suplementacao, apenas aquecido a 32°C, formando desta forma a etapa P8 com um
volume final de 120 L de mosto contendo o inéculo, conforme demonstrado na
Figura 7.
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Figura 7 — Procedimento da multiplicagdo em laboratério da levedura utilizada para a produgéo de

cachaca em escala de alambique.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos o Brix da etapa P8 atingir a metade, os 120 L de mosto da etapa P8
foram transferidos assepticamente da dorna de fermentacdo para sete garrafées
vazios de agua mineral de 20 L previamente higienizados com solucao de hipoclorito
de sodio a 200 ppm por 30 min. Estes foram transportados a temperatura ambiente
em veiculo tipo caminhoneta da UESC até a fabrica do produtor de cachaca de
alambique para prosseguir o processo de multiplicacdo da levedura, realizar a
fermentacao do caldo e a destilagdo do vinho na fabrica de cachaca parceira.

Uma vez terminado todo o processo de producédo da cachaca de alambique
utilizando a cepa testada na fabrica de cachaca, foram recolhidos um total de 10 L
do destilado para que fosse feita a analise quimica da bebida produzida.

3.7 ANALISES QUIMICAS DAS CACHAGAS PRODUZIDAS

As cachacas produzidas, fracdo coracado, foram analisadas quimicamente,
onde foram realizadas as seguintes analises quimicas: Acidez volatil (expressa em
acido acético); Esteres totais (expresso em acetato de etila); Aldeidos totais
(expressos em acetaldeido); Furfural e hidroximetilfurfural; Alcodis superiores
(expressos pela soma do &lcool n-propilico, alcool isobutilico e alcodis isoamilicos);
Alcool metilico; Carbamato de etila; Acroleina; Alcool sec-butilico; Alcool n-butilico;
Cobre; Chumbo e Arsénio, conforme preconiza a Instrucao Normativa n. 13 de 29 de
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junho de 2005 do MAPA, que dispde sobre o Regulamento Técnico para a fixagao
dos Padrdes de ldentidade e Qualidade para a Aguardente de Cana e Cachaca.

As andlises quimicas das cachacgas produzidas pelas leveduras selecionadas
foram realizadas no Laboratério de Andlises de Agrotéxicos e Bebidas Alcodlicas
(LABTOX), da Associagao Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP), cujo
citado laboratério esta credenciado ao MAPA para realizar analises fisico-quimicas
de bebidas e vinagres em amostras oriundas do controle oficial. Foram enviadas 500
mL das amostras de cachaca ao LABTOX do ITEP para a realizagado das analises
quimicas.

Por se tratar de laboraté6rio credenciado, acreditado pelo Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO), as analises realizadas no ITEP
para os parametros quimicos citados seguem metodologias oficiais descritas no
Manual de Andlises de Bebidas e Vinagres, do Ministério da Agricultura (BRASIL,
2005b).

Na Tabela 4, esquematizada logo abaixo, estdo descritos o tipo de
determinacdo e a técnica que foram utilizados pelo LABTOX para as analises
quimicas das cachacas produzidas.

Tabela 4 — Tipo de determinagdo e a técnica utilizada para as analises quimicas das cachacas

produzidas em escala piloto e de alambique.

TIPO DE DETERMINACAO TECNICA UTILIZADA

Acidez volatil Titulometria

Acetaldeido, acetado de etila, Cromatografia Gasosa com detector de ionizagdo de chama.
metanol e alcodis superiores

Carbamato de Etila Cromatografia Gasosa acoplado a espectrdmetro de massas.
Aldeidos totais Cromatografia Gasosa com detector de ionizagdo de chama.
Furfural Cromatografia Gasosa com detector de ioniza¢do de chama.
Alcool metilico Cromatografia Gasosa com detector de ionizagao de chama.
Acroleina Cromatografia Gasosa com detector de ioniza¢do de chama.
Alcool sec-butilico Cromatografia Gasosa com detector de ionizagao de chama.
Alcool n-butilico Cromatografia Gasosa com detector de ionizacdo de chama.
Arsénio Espectrometria de absorgcao atémica com Forno de Grafite
Cobre Espectrometria de absorgao atémica com Forno de Grafite
Chumbo Espectrometria de absorgcao atémica com Forno de Grafite

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.8 VERIFICACGAO MOLECULAR DA OCORRENCIA DA LEVEDURA
SELECIONADA NA FERMENTACAO EM ESCALA PILOTO

Visando verificar a ocorréncia da levedura no processo de fermentacdo em
escala piloto realizado em laboratério foram coletadas amostras das etapas das
fermentacbées para uma posterior andlise molecular. Assim, foram realizados os
seguintes procedimentos para a coleta das amostras durante a fermentacdo do
caldo: antes do caldo de cana ser adicionado na dorna que continha o inéculo da
etapa F1 da fermentacao, foi coletado, com auxilio de um tubo falcon estéril (como
em todas as demais etapas descritas a seguir), 40 mL do caldo de cana puro,
obtendo assim a amostra C1 da molecular. Apdés a adicao do caldo de cana no
in6culo da etapa F1 foi coletado 40 mL da mistura, obtendo a amostra C1M1 da
molecular da etapa F1 da fermentacao.

Depois da adicdo de caldo de cana na fermentacédo da etapa F2 foi coletado
40 mL da mistura, obtendo a amostra M2l da molecular da etapa F2 da fermentagéo.
Quando o brix inicial da etapa F2 caiu pela metade foi coletado novamente 40 mL do
mosto, obtendo a amostra M2M da molecular da etapa F2. Zerado o teor de Brix da
etapa F2 e depois que o vinho foi retirado foi coletado do indculo, obtendo a amostra
M2F da molecular da etapa F2.

Na continuidade do processo de fermentacdo, com novas adi¢cdes de caldo de
cana, a coleta das amostras da molecular seguiu o procedimento de se coletar o
inicio (l) (apds adicao do caldo de cana), o meio (M) (brix na metade) e o fim (F) da
fermentacao (apds a retirada do vinho), conforme relatado anteriormente e realizado
na etapa F2. Todas as amostras da molecular, imediatamente depois de serem
coletadas, foram guardadas no ultrafrezeer a -80 °C do Laboratério de Microbiologia
da Agroindustria da UESC para depois ser feita a analise molecular das amostras
selecionadas.

Para verificar a presenca da levedura estudada na fermentacdo em escala
piloto realizada em laboratério foi utilizada a analise de polimorfismo no comprimento
de fragmentos de restricdo do DNA mitocondrial (Mitochondrial DNA Restriction
Fragment Length Polymorphism - RFLPmMtDNA), descrita a seguir.
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3.8.1 Isolamento, purificacdo e preservacdo das leveduras da ultima batelada

fermentativa feita em escala piloto

Para o isolamento das leveduras da amostra da verificagdo molecular
coletada no tempo final da fermentacdo da ultima batelada fermentativa realizada
em escala piloto no laboratério foram feitas diluicdes decimais seriadas, 10 a 108,
em tubos de ensaio contendo 9,0 mL de agua peptonada 0,1%, sendo retirada uma
aliquota de 0,1 mL das diluicdes 10 até 10® para o plaqueamento em trés placas
de Petri contendo agar Sabouraud dextrose. Depois as placas foram incubadas na
estufa a 30°C, sendo a contagem e a coleta dos morfatipos predominantes feita 36 h
apds a inoculacéo.

Transcorrido o periodo de inoculagéao, foram selecionadas 13 coldnias dos
morfotipos predominantes da amostra da molecular coletada no término da ultima
batelada (F12F) da fermentacdo feita em escala piloto. Em seguida as leveduras
foram purificadas utilizando o meio agar sabouraud dextrose.

Para a criopreservacao dos isolados, as culturas puras foram inoculadas em
meio GYMP a 28°C, sob rotacao (200 rpm), e ap6s o periodo de 24 h foram
acrescidas de 15% glicerol e mantidas em ultrafreezer a - 86°C, conforme Kirsop e
Kurtzman (1988).

3.8.2 Andlise de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo do DNA
mitocondrial (Mitochondrial DNA Restriction Fragment Length Polymorphism -
RFLPmMtDNA)

3.8.2.1 Extracdo do DNA

A analise de restricao do DNA mitocondrial foi realizada conforme descrito por
Querol e colaboradores (1992). Para a observacao da pureza do material congelado,
os isolados de leveduras das fermentacdes acompanhadas foram reativados através
de estrias simples no meio de cultura agar Sabouraud (glicose 2%, extrato de
levedura 0,5%, peptona 1% e agar 2%) e incubadas na estufa a 30°C por 24 h.

Depois as células foram crescidas em 5mL de meio YPD (extrato de levedura 1%;
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peptona 2% e glicose 1%) por 18 h e entédo centrifugadas a 3000 rpm por 15 min e
suspensas em agua ultrapura estéril. E, em seguida, centrifugada sob as mesmas
condicoes citadas acima. O sedimento foi homogeneizado em 0,5 mL de uma
solugdo da enzima litica de Rhizoctonia solani (SIGMA), contendo 25 mg.mL-1 de
enzima em sorbitol 1M e EDTA 0,1M (pH 7,5).

A suspensao foi transferida para tubos de 1,5mL e incubadas a 45°C por 2 h
com agitacdo a cada 30 min. Os esferoplastos obtidos foram centrifugados a 8000
rom por 10 min a temperatura ambiente e suspensos em 0,5mL de solucdo de Tris
HCI 50 x 10° mol.L™" e EDTA 20 x 10° mol.L™ (pH 7,4). Foram adicionados 13pL de
SDS 10% e incubado a 65°C por 5 min. Apds isso, 0,2mL de acetato de potassio 5M
foram adicionados e os tubos foram mantidos em banho de gelo por 10 min.
Novamente foram centrifugados a 14000 rpm durante 15 min a 4°C. O sobrenadante
foi transferido para tubos novos e o DNA foi precipitado com o mesmo volume de
isopropanol. A seguir, os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 10 min
e centrifugados a 12000 rpm por 10 min. O DNA foi lavado com etanol 70% e, depois

de seco, solubilizado em 20 uL de agua ultra pura estéril e congelado até o uso.

3.8.2.2 Digestao enzimética do DNA mitocondrial

Para digestdao enzimatica do DNA mitocondrial foi utilizada a endonuclease
Hinf | por ser a mais eficiente na diferenciacdo entre linhagens de S. cerevisiae
(Querol et al., 1994). O DNA, 10 L, foi adicionado a um mix contendo 1 pyL enzima
de restricdo Hinf | (INVITROGEN) na concentragdo de 10 U uL™", 2 uL de tampéo da
enzima de restricdo (INVITROGEN), 1 pL de inibidor de ribonuclease
(INVITROGEN) a 20 mg.mL™" e 6 uL de agua ultra pura estéril. Apds a incubagéo por
seis horas a 37°C, os fragmentos gerados foram separados por eletroforese em gel
de agarose a 1% em tampao TBE 0,5X (Tris-borato 40 x 10° mol.L™", EDTA 1x 10
mol.L™", pH 8,2). O marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (INVITROGEN) foi utilizado com
padrao de peso molecular. Apo6s tratamento com brometo de etidio durante 30 min,
os perfis de restricdo do mtDNA gerados foram visualizados em transluminador e
fotografados.
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3.9 AVALIACAO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS DOS INOCULOS
SELECIONADO, COMERCIAL E SELVAGEM

O processo de comparacdo das fermentagcdes consistiu em realizar o
esquema de multiplicacao e de fermentacdo da levedura selecionada em escala
piloto proposto nesta tese utilizando a levedura SC82, o inéculo comercial € o
inéculo selvagem e com isso verificar o desempenho fermentativo dos referidos
indculos.

Assim, para a avaliagdo dos parametros fermentativos (rendimento, eficiéncia
e produtividade) foram utilizados trés inoculos: a linhagem selecionada de
Saccharomyces cerevisiae SC82; o indculo comercial, contendo células liofilizadas
da levedura S. cerevisiae; e o indculo selvagem que corresponde a microbiota do
caldo de cana utilizado para a fermentacao dos citados inéculos.

Para iniciar a comparacao fermentativa foi realizada a reativagao dos indculos
a serem testados, onde a levedura SC82 seguiu o mesmo procedimento adotado
neste trabalho para o preparo do in6culo, conforme apresentado na Figura 2. Para o
inéculo comercial foram transferidos assepticamente 10 g do conteludo do saché
para 100 mL de caldo Sabouraud dextrose estéril e, em seguida, incubado a 30°C,
150 rpm, durante 24 h.

Apés 24h de crescimento foi transferido uma algada da cultura pura para uma
placa de Petri estéril com agar Sabouraud dextrose e depois foi incubado a 30 °C
por 24 h. Apds as 24 h de incubacao foi transferida, através de estrias simples, uma
alcada carregada da cultura pura para quatro placas de Petri com agar Sabouraud
dextrose e em seguida foram incubadas na estufa a 30°C por 24 h, conforme
realizado neste trabalho para o preparo do inéculo selecionado e apresentado na
Figura 2.

Ja para o in6culo selvagem nao foi necessaria a reativacado uma vez que as
células de leveduras do citado in6culo correspondem a microbiota presente no caldo
de cana. Assim, partiu-se para a primeira etapa da multiplicacdo (P1) em escala
piloto, conforme apresentado na Figura 3, com a diferenca de se utilizar em cada
etapa de multiplicacédo, P1 até P4, caldo de cana nao estéril aquecido a 30°C, bem
como sem necessidade de inoculacdo de cultura pura em cada etapa da

multiplicacéo.
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A etapa de preparo do in6culo para a levedura SC82 e para o in6culo
comercial foram realizadas de modo que as duas leveduras iniciassem a etapa P1
de multiplicagdo em escala piloto no mesmo dia e horario que iniciou-se a etapa P1
do inéculo selvagem, para que os trés inbdculos comessacem ao mesmo tempo as
etapas P1 até P4 de multiplicacdo em escala piloto.

As etapas P1 até P4 de multiplicacao da cepa SC82 e do in6culo comercial
seguiram os mesmos procedimentos discriminados na Figura 3 para a multiplicacéo
da levedura selecionada para a produgao de cachaca em escala piloto.

Apbés as 24 h de multiplicacdo da etapa P4, os quatro Erlenmeyer de
capacidade de 2 L contendo 1 L de cada inéculo (selecionado, comercial e
selvagem) foram retirados da incubadora tipo shaker e o conteudo total 4 L de cada
inodculo, foram transferidos para trés dornas de fermentacdo de aco inoxidavel com
capacidade de 30 L.

Visando aumentar o volume de inéculo para facilitar o acompanhamento do
processo fermentativo dos trés indculos testados foi feito um prolongamento da
etapa de multiplicacdo em laboratério, incluindo-se as etapas P5 até P10, onde
adotou-se o seguinte procedimento de multiplicacdo para os trés inéculos testados:
foram adicionados 4 L de caldo de cana a 5°Brix, pasteurizado e suplementado com
80 g de fuba de milho e 4 g de farelo de arroz na etapa P4, formando assim a etapa
P5. A pasteurizacdo do caldo de cana foi realizada aquecendo-o até 70°C/15s e
depois o resfriando até 30°C.

Apébs a mistura da etapa P4 com a etapa P5, mediu-se o Brix, e deixou-se na
etapa P5 por 24 h. Em seguida foram adicionados a dorna mais 4 L de caldo de
cana a 7°Brix, pré-aquecido a 30°C (como em todas as demais etapas descritas a
seqguir) e suplementado com 80 g de fuba de milho e 4 g de farelo de arroz, etapa
P6. Ap6s 24 h foram acrescentados a dorna de fermentagdo mais 4 L de caldo de
cana a 9°Brix e sem suplementacéo, etapa P7.

Novamente, ap6s as 24 h na etapa P7, foram adicionados a dorna mais 4 L
de caldo de cana a 11°Brix e sem suplementacao, etapa P8. Transcorrido as 24 h de
multiplicacdo da etapa P8, foram adicionados a dorna mais 4 L de caldo de cana a
13°Brix € sem suplementacao, etapa P9. Por fim, apds as 24 h de multiplicacdo da
etapa P9, foram adicionados mais 4 L de caldo de cana a 15°Brix e sem
suplementacao, etapa P10, permanecendo nessa etapa até a concentracdo de

acucar zerar, conforme esquema apresentado na Figura 8.
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Figura 8 — Esquema de propagacao para o aumento do volume dos inéculos testados.
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[ CC=Caldo de cang; * Suplemenizcio com 20 g/l de fubs de miho & 1 g/l de farelo de amoz; ™ Aguecimenio 2 30°C. ]

Fonte: Elaborado pelo autor.

Zerado o teor de agucar da etapa P10 dos trés indculos, foram retirados 20 L
de vinho de cada dorna dos in6culos testados e em seguida foram feitas adicbes de
5 L de caldo de cana a 15°Brix e sem suplementagdo nas dornas de fermentacao
dos respectivos indculos para dar inicio a avaliagdo dos parametros fermentativos de
cada inéculo.

Para cado in6culo foram feitas trés bateladas consecutivas de 5 L de caldo de
cana a 15°Brix e sem suplementacao na dorna de cada indculo para a avaliagao dos

parametros fermentativos.

3.9.1 Parametros fermentativos

Na avaliacdo dos parametros fermentativos de cada inéculo testado foram
determinados o rendimento, a eficiéncia e a produtividade do processo fermentativo,
que sao descritos a sequir.

3.9.1.1 Coleta das amostras da fermentagéao

Para a realizacdo da avaliacdo dos parametros fermentativos foram
coletados, a cada duas horas, com auxilio de uma pipeta volumétrica automatica de
10 mL, da dorna de cada levedura, 1,5 mL do mosto e depois transferidos para trés
tubos de 2,0 mL estérieis. Em seguida esses tubos foram centrifugados a 13000 rpm
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por trés minutos e o0 sobrenadante trasnsferido para tubos novos estéreis de 2,0 mL
e depois armazenados a -86°C para posterior avaliacdo dos parametros
fermentativos.

As coletas a cada duas horas para cada inéculo foram realizadas até o teor
de Brix da fermentacdo, medido com auxilio de um sacarimetro, zerar. Foram
utilizados trés tubos de 2,0 mL estéreis, com 1,5 mL cada de mosto, para cada
indculo por tempo necessario da fermentacao. O tempo inicial ou tempo zero (T0) foi
considerado o0 momento que se acrescentou o0 caldo de cana na dorna de
fermentacao.

A andlise dos agucares totais consumidos e do etanol produzido das amostras
da fermentagao dos indculos testados foi realizada no Laboratério de Biotecnologia
de Micro-organismos da Universidade Estadual da Bahia (UNEB), campus Senhor
do Bomfim, Bahia, Brasil. Foi utilizada a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) para a quantificagdo dos agucares totais consumidos e do etanol produzido

nas amostras da fermentagao dos in6culos testados.

3.9.1.2 Procedimentos analiticos das amostras por CLAE

Para a quantificacdo dos compostos (aglUcares totais e etanol) da
fermentacao por CLAE, as amostras foram diluidas 20 vezes em &gua ultrapura e
filtradas em membranas de difluoreto de polivinilideno, com poro de 0,45 um e
didmetro de 13 mm (Millex HV, Millipore). Curvas padrao foram construidas para os
acucares (sacarose, glicose, frutose) e para o alcool (etanol), diluidos em agua
ultrapura (Direct Q3UV, Millipore, Massachusetts, USA).

O equipamento utilizado foi Ultimate 3000 (Dionex, Alemanha), equipado com
detector de indice de refracdo para detecgdo de acucares e do alcool (Sodhex RI-
101, Showa Denko, Japao). Para o alcool utilizou-se a coluna de troca ibnica Rezex
ROA Organic Acids, 300 x 7,8 mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA), mantida a
60°C, &cido sulfurico 0,005 mol.L™" como fase mével em um fluxo de 0,6 mL.min™.
Os acucares foram separados empregando-se a coluna HPX-87C, 300 x 7,8 mm
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA), mantida a 80°C, agua ultrapura como fase movel em

um fluxo de 0,6 mL.min™".
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Os cromatogramas foram integrados pelo software Chromeleon Server
monitor (Dionex); a identificacao realizada por comparacao dos tempos de retencao

e a quantificacdo de acordo com a curva padrao para cada analito.

3.9.1.3 Célculo do Rendimento da Fermentacao

O rendimento (R) ao final da fermentagédo foi determinado utilizando-se os
valores do etanol produzido (g.L") em relagdo aos aglcares consumidos (g.L"). O
etanol produzido foi obtido da diferenca da concentracdo final de etanol (Cr) (g.L™”)
pela concentracdo inicial de etanol (C) (g.L™"). Ja os aclcares consumidos foram
calculados da diferenca da concentracdo inicial (Co) de acutcares (g.L") pela

concentracdo final (Cs) de aglcares (g.L™"), conforme descrito na Equagéo 1.

Etanol produzido (g.L") )
oL =
R(%) (Agl]cares consumidos (g.L™") 190

3.9.1.4 Célculo da Eficiéncia da Fermentacao

A eficiéncia (E) da fermentacao foi determinada pela relagdo entre o etanol
produzido (g.L™") e o etanol tedrico (g.L™"), conforme apresentado na Equacéo 2.

Etanol produzido (g.L") \ 100
Etanol teorico (g.L") / X

E(%) = (

(2)

O etanol tedrico foi calculado a partir dos acucares consumidos x 0,5111,
conforme descrito por Bortolini, Santanna e Torres (2001).
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3.9.1.5 Célculo da Produtividade da Fermentacao

O calculo da produtividade (P) [g.(Lh)™"] em relacdo ao etanol produzido ao

final do tempo de fermentacéo foi calculada pela Equacao 3.

Etanol produzido (g.L")
AT =
P[g.(Lh)"] (Tempo total de fermentagao(h)/

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada a estatistica descritiva através de uso de tabelas e figuras para a
apresentacao, organizacdo e andlise dos dados obtidos nesta pesquisa para a
comprovacao dos objetivos abordados nesse estudo e discussao dos resultados. A
comparacao dos dados foi feita por meio da Analise Estatistica Univariada (ANOVA)
e do teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, para determinar diferenca

significativa entre as amostras
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 PRODUGAO DE CACHAGA COM LEVEDURA SELECIONADA

Para a produgcdo de cachaca em escala piloto utilizando leveduras
selecionadas foram testadas 16 cepas de Saccharomyces cerevisiae: SC52, SC60,
SC82, SC91, SC102, SC114, SC129, SC138, SC174, SC177, SC179, SC184,
SC219, SC220, SC225 e SC229 (Anexo 1). Destas, apenas a cepa SC82 conseguiu
prosseguir as etapas P1 a P4 do esquema de multiplicacdo em escala piloto (Figura
3) e em escala de alambique (Figura 6), bem como nas etapas do processo de
fermentacdo em escala piloto (Figuras 4 e 5) e em escala de alambique para a
producéo de cachaca de alambique.

A cepa SC82 apds sete dias da reativacdo, que se refere ao tempo esperado
nesta pesquisa envolvendo o tempo de reativacdo, um dia, as etapas de
multiplicacdo, quatro dias, e de fermentacdo e de producédo de cachaca, dois dias,
foi a Unica cepa que conseguiu avancar todos os estagios das etapas propostas no
processo de multiplicagdo e de fermentacdo em escala piloto estabelecidas nesta
pesquisa e produzir cachacga.

Ja as outras cepas testadas passaram dos sete dias de processos esperados
para a produgéo de cachaga e nao conseguiram terminar a fermenta¢ao do caldo de
cana. Mendes et al. (2013) relatam que os processos tradicionais de propagacao de
leveduras requerem entre 8 e 15 dias, chegando a 30 dias em alguns casos.
Verificou-se que apds 48 h de iniciado a etapa F2 da fermentagédo, essas cepas
apresentaram uma fermentacao lenta, com pouca movimentacdo e com diminuicao
da temperatura, cerca de 25 °C, e com isso o processo foi interrompido e a(s)
cepa(s) descartada(s) ja que tecnologicamente, uma velocidade de fermentacéao
lenta ndo é de interesse pelos produtores de cachaga.

Os sete dias referidos nesta pesquisa para se obter cachaca em escala piloto
no laboratério a partir de levedura selecionada foi estabelecido com base na
sequéncia das etapas planejadas para o esquema de multiplicacdo e de
fermentacao do caldo de cana para a producao de cachaca de alambique em escala
piloto. Este prazo também foi estabelecido neste trabalho como um parametro de
indicacao de boas leveduras iniciadores do processo fermentativo. Além deste prazo
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de sete dias para a produgdo de cachaca em escala piloto foram observadas a
capacidade da levedura conduzir a fermentacdo de forma adequada, com aroma
agradavel e um tempo para fermentar menor ou igual a 24h.

O fato de apenas uma levedura, dentre as 16 leveduras testadas, ter
apresentado caracteristicas aqui consideradas importantes para a producdo da
cachaca para ser utilizada como cultura iniciadora do processo fermentativo para a
producdo de cachaca de alambique, pode ser devido ao fato de que como a
metodologia utilizada nesta pesquisa para a multiplicacdo das leveduras e
consequente fermentacao do caldo de cana em escala piloto, partiu do principio de
buscar desenvolver um método préximo ao conduzido pelos produtores de cachaca
durante o processamento da bebida, isso pode ter influenciado no desempenho dos
isolados que ndo obtiveram bons resultados, em virtude de apresentarem uma
possivel dificuldade de adaptacédo e competicdo com a microbiota presente no caldo
de cana natural que foi adicionado nas etapas fermentativas.

A partir do momento que o indculo deixou de ser conduzido nas condicoes
assépticas e controladas de laboratério em termos de agitagcdo e temperatura, a
partir da etapa P4 da multiplicacdo e era encaminhado para a sala de
processamento para iniciar a etapa de fermentacao (F1), foram utilizadas técnicas e
procedimentos de forma mais simplificada e acessivel para que eles pudessem ser
reproduzidos de maneira facil pelos produtores de cachaca, principalmente os
pequenos e os médios. Assim, foram adotados os seguintes procedimentos: na
etapa F1 da fermentacdo mesmo o caldo de cana adicionado na dorna ainda nao
estar com o Brix ideal para a fermentacdo, que varia de 15 a 16°Brix (CARDOSO,
2006), dependendo da escolha do produtor, bem como além de ainda estar na fase
de multiplicagéo, a levedura era colocada em condigdes de fermentagcédo, ndo sendo
feita a aeracdo do mosto.

Outros procedimentos adotados foram a pasteurizacdo do primeiro caldo de
cana adicionado na dorna e a adicao de volumes iguais de inéculo e de caldo de
cana. Estas condicbes foram adotadas visando facilitar a adaptacédo da levedura e
favorecer o rapido desenvolvimento e a capacidade de fermentar da cepa testada.

A pasteurizagdo do caldo corresponde a um procedimento que facilmente
pode ser realizado pelos produtores, jA que basta apenas aquecer o caldo até
70°C/15s, utilizado simples utensilios e equipamentos, como tachos e fogao, e
depois resfriar a 32°C para assim ser adicionado na dorna que contém o in6culo.
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O objetivo destes procedimentos foi selecionar levedura(s) que tivesse(m) a
capacidade de se adaptar de forma mais rapida a um novo meio nao asséptico e
nao controlado em termos de temperatura e agitacdo simulando condicdes reais de
alambique. Além disso, foi avaliada sua capacidade de multiplicacdo e de
fermentacao para a obtencao de altas produtividades pelos produtores.

O intuito foi selecionar leveduras capazes de resistir a condigdes de “estress”
que seriam expostas em escala de alambique, encontradas em muitos
estabelecimentos produtores de cachaca, como auséncia de aeracao na fase de
multiplicacéo, falta de controle de temperatura na fermentacdo e na propagacao da
levedura, condi¢cées higiénico-sanitarias na produgdo regulares e a grande

diversidade de micro-organismos encontrado na microbiota inicial do caldo de cana.

4.1.1 Producéao de cachaca em escala piloto

Na producdo de cachaca de alambique em escala piloto, a cepa SC82
apresentou sempre aroma agradavel e tempo de fermentacdo menor que 24 h.
Assim foi possivel destilar o vinho obtido para obter a cachaca, permitindo assim que
novas adicbes de caldo de cana fossem feitas para dar inicio a uma nova
fermentacao sequencial.

No final da etapa P4 da multiplicacdo a cepa SC82 apresentou um valor de
4°Brix, enquanto que as outras cepas testadas apresentaram um valor entre 8° -
9°Brix (Tabela 5). Este resultado demonstrou um bom desempenho inicial na etapa
de multiplicacao da cepa SC82 quando comparada com as demais testadas.

Tabela 5 — Teor de acucar (°Brix) do mosto obtido pelas leveduras testadas no final da Etapa P4 da
multiplicagdo em escala piloto.

LEVEDURAS
TESTADAS
SC52

SC60

SC82

SCo1
SC102
SC114
SC129
SC138
SC174
SC177

2Brix do mosto ao final da etapa P4

©

[{e] [ o] [{e] [{e] [{o] [{e] [{o] B X (o]
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SC179 9
SC184 8,5
SC219 9
SC220 9
SC225 9
SC229 9

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tal fato j& indicou grande relevancia, visto que as etapas P1 a P4 da
multiplicacdo eram realizadas de forma asséptica, de temperatura (28°C) e agitacao
(150 rpm), e com isso esperava-se que as leveduras ao final da etapa P4
apresentassem um crescimento parecido e satisfatério, obtendo-se um valor de Brix
muito proximo entre elas. Entretanto, isso néo foi observado (Tabela 5), e apenas a
cepa SC82 conseguiu chegar no final da etapa P4 da multiplicacdo com um teor de
acucar de 4°Brix. Ja as outras cepas apresentaram valores entre 8 e 99Brix.

Cardoso (2006) comenta que a concentragcdo adequada de nutrientes do
mosto é de suma importancia, pois se presentes em quantidades insuficientes ou
exageradas, podem refletir de forma negativa sobre o processo fermentativo
afetando o rendimento alcodlico e a velocidade e a multiplicacao celular da levedura.
Além disso, Mendes et al. (2013) comentam que a utilizacdo de equipamentos
especificos que permitam otimizar a propagacéao das leveduras corresponde a uma
forma de maximizar a etapa de multiplicacao do inéculo, na qual a eficiéncia da
aeracao é fator primordial para a predominancia do metabolismo respiratério, que
permite aumentar a reprodugcédo das células. Entretanto, cabe lembrar que aeracao
nao é uma pratica comumente utilizada pelos produtores de cachaca de alambique.

Outro fator importante para a selecdo da levedura que também foi
considerado como indicagdo de um bom andamento da fase de multiplicagao pelas
leveduras testadas foi o Brix teérico final da etapa P4 da multiplicacao.

O Brix tedrico final da etapa P4 refere-se a mistura das etapas P1 até P4, sem
inoculacdo da cepa, sem agitacdo e sem fermentacdo, apenas ocorrendo um
aumento do volume de caldo de cana a um determinado °Brix programado para cada
etapa, onde no final da etapa P4, depois das misturas das etapas P1 até P4, o Brix
tedrico final da etapa P4, sem fermentacdo do caldo, encontrado seria de 9,6°Brix.
Diante disto era esperado que com a inoculacdo das cepas nas etapas da
multiplicacédo e elas realizando o crescimento de forma satisfatéria, com consumo de

acucar e oxigénio para o aumento da biomassa celular (CARDOSO, 2006), a
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concentracdo de acucar do mosto no final da etapa P4 da multiplicacao deveria ser
bem abaixo de 9,6°Brix.

Isso ocorreu apenas para a cepa SC82 nas etapas P1 a P4 da multiplicacao,
ja que a citada cepa chegou ao final da etapa P4 com um valor de 4°Brix, menos da
metade do valor do Brix teérico de 9,6°, demonstrando a principio que esta levedura
realizou seu metabolismo oxidativo de forma satisfatéria nas referidas etapas de
multiplicacdo em laboratério. Por sua vez, as outras cepas testadas apresentaram no
final da etapa P4 um teor de acucar entre 8 a 9°Brix, muito préximo ao valor te6rico
(9,6°Brix), o que demonstrou um desempenho com relacdo ao seu metabolismo
oxidativo nao satisfatério.

Outra caracteristica que reforca o bom desempenho da cepa SC82, agora na
etapa da fermentacao, foi o fato de que a cepa SC82 foi capaz de zerar o Brix da
etapa F1 (0,5°Brix), depois de 24 h. Ja& as demais cepas, mesmo apds 24 h de
inoculag&o, ndo conseguiram reduzir o Brix de forma tao eficiente quanto esta cepa,

reduzindo em apenas 1°Brix (Tabela 6).

Tabela 6 — Teor de acucar (°Brix) do mosto obtido pelas leveduras testadas no final da Etapa F1 da

fermentacédo em escala piloto.

'II_'IIEE\S/ERSZ{SA s 2Brix do mosto ao final da etapa F1
SC52 10
SC60 10
SC82 0,5
SCa1 10
SC102 10
SC114 10
SC129 10
SC138 10
SC174 9
SC177 10
SC179 10
SC184 10
SC219 10
SC220 10
SC225 10
SC229 10

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na etapa F1 da fermentacdo apds a mistura da etapa P4 da multiplicacao
com os 5 L de caldo de cana a 13°Brix (Figura 4) nao foi feita a aeragdo desse

mosto para que a levedura ja iniciasse o metabolismo fermentativo como acontece
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nos estabelecimentos produtores de cachaca de alambique, ja que os mesmos nao
dispdem de recursos para realizar a aeracao do mosto durante o preparo do inéculo
e/ou ao receber um indculo selecionado. Acreditamos que esta estratégia contribuiu
para uma selecdo prévia das leveduras aptas a suportar a condicdo de pouca
aeracao na etapa de preparo do inéculo.

A aeracao da etapa F1 poderia até ser feita apenas nessa etapa, o0 que
poderia ajudar de alguma forma na adaptacdo e um maior estabelecimento da
levedura, ja que a cepa era originaria de um ambiente asséptico e controlado,
passaria por um periodo de adaptacdo as novas condi¢cdes impostas, bem como
ainda nao tinha se atingido o Brix normal do caldo para a fermentacdo. Portanto,
essa restricao seletiva da aeracdo nessa etapa pode ter contribuido na selecédo de
leveduras com potencial para serem iniciadoras em uma fermentacdo de caldo de
cana em condicbes de alambique para a producao de cachaca. A SC82 mostrou-se
entdo resistente as condi¢cdes ndo controladas de agitacdo e temperatura durante a
multiplicacdo celular, realidade de muitos produtores de cachaga de alambique no
Brasil.

A pasteurizacdo do caldo de cana foi feita apenas na etapa F1 da
fermentacdo. Na etapa F2 e em outras etapas da fermentacdo, caso a levedura
tivesse um bom desempenho fermentativo, o caldo foi apenas aquecido a 32°C.
Essa pasteurizacao inicial teve o objetivo de reduzir a contaminagdo do caldo de
cana que foi adicionado a dorna junto com indculo inicial e com isso facilitar a
adaptagédo da levedura, permitindo um crescimento celular mais favoravel a cepa
inoculada. Segundo Martins (2013), em processos fermentativos, as células de
leveduras sao expostas a alteracbes ambientais, tais como nos niveis de nutrientes,
temperatura, pH, concentracado de etanol, concentracao de O,, e outras mudancas,
com isso a sua capacidade de desenvolver respostas rapidas sdo importantes para
gque as mesmas possam sobreviver a tais mudancas, que muitas vezes geram
estresses e podem comprometer suas funcdes celulares normais.

Mesmo nado havendo aeracdo na etapa F1, etapa da fermentagao
propriamente dita, era esperado um melhor desempenho das demais leveduras
testadas, uma vez que a quantidade de in6culo (4 L) da etapa P4 adicionado na
dorna de 20 L da etapa F1 correspondia a 20% da dorna (GONCALVES, ROSA e
UETANABARO, 2009) para fermentar as adi¢cdes de caldo de cana.
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Além disso, na etapa F1, para todos as cepas testadas, foi adicionada apenas
a metade do volume (5L) que o indculo seria capaz de fermentar, o qual saindo das
condicoes controladas e assépticas da etapa de multiplicagcédo (P1 a P4) e ainda
recebendo metade do volume de caldo de cana pasteurizado deveria ter
apresentado uma melhor resposta fermentativa apds 24 h de inoculagéo, o que nao
aconteceu.

Diante disto, supomos que a nao resposta fermentativa, apés 24 h de
inoculagdo na etapa F1, por parte das outras leveduras testadas deve-se ao fato de
se tratar de leveduras com crescimento mais lento que necessitariam de um periodo
de adaptacdo ao novo meio mais demorado, bem como de um tempo de
multiplicagdo maior.

Uma possivel alteragcdao no esquema de multiplicacao das leveduras proposto
nesta pesquisa para a producao de cachaca de alambique também pode ser levado
em consideracdo como uma forma de se obter possiveis melhores resultados por
parte das leveduras que nao alcancaram bons resultados fermentativos, ja que a
metodologia basica de propagacdo de leveduras para a produgdo de cachaca,
encontrada na literatura técnica e cientifica, permite muitos ajustes nos teores de
Brix que serdo utilizados na fase de multiplicacdo das leveduras e nos valores dos
parametros de agitacdo e temperatura a serem utilizados (CARDOSO, 2006;
PEREIRA, ROSA e FARIA, 2006), assim como, nos tipos de equipamentos usados
na propagacao (MENDES et al., 2013).

Mendes e colaboradores (2013) comentam que a aeragao corresponde a um
fator importante para a predominancia do metabolismo respiratério da levedura, que
permite maximizar a reproducao das células e minimizar a formacao de etanol e com
isso aumentar a biomassa celular. Por isso, os produtores de cachaca devem
procurar a0 maximo buscar e implementar meios e tecnologias que permitam
realizar a aeragdo do mosto durante a fase de preparo do inéculo que sera utilizado
na fermentacéo para a producao de cachacga.

Tao importante também quanto a aeracdo na fase de multiplicagcdo da
levedura para o aumento da biomassa celular, sdo os cuidados com relagdo as
condicdes higiénico-sanitarias durante todas as etapas do processo produtivo da
cachaca, desde a colheita da cana até o produto final para a manutencao e a
garantia da qualidade da bebida produzida (GONCALVES, ROSA e UETANABARO,
2009). E ainda mais se tratando da etapa da multiplicacao celular e da fermentacéo
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do caldo que ja exigem todo o cuidado higiénico para a conduc¢ao adequada durante
todo o metabolismo oxidativo e fermentativo da levedura, visando a obtencédo de
uma cachaca de qualidade (CARDOSO, 2006).

A cachaga requer conhecimentos cientificos e tecnoldgicos apurados, uma
vez que, a qualidade da bebida esta relacionada a suas propriedades quimicas e
sensoriais, que, por sua vez, dependem da qualidade da matéria-prima, do mosto e
do fermento utilizados, das condicdes e do tempo de fermentacédo, do sistema de
destilacdo, do material de fabricacdo dos equipamentos e dos processos de
envelhecimento, padronizacdo e de engarrafamento da bebida (CALIARI et al.,
2009).

Ja na etapa F2 da fermentacédo a cepa SC82 zerou a concentracao de agucar
ao final da etapa em 18 h. Demonstrando um bom desempenho na etapa
fermentativa. Por sua vez, as outras leveduras testadas ndo conseguiram zerar o
teor de acucar da etapa F2 apds 24 h, diminuindo o teor de acucar entre 3° a 4°Brix
nesta etapa. Mesmo apés 48 h em F2, nao foi verificada melhoria no desempenho
fermentativo das leveduras. Houve apenas uma reducao de 2° a 3°Brix (Tabela 8).
Além disso, foi observado que a fermentacdo estava muito lenta, com pouca
formacao de espuma. Pereira et al. (2006) relatam que fermentacdées com tempo de
duracdo maior que 30 h podem estar contaminadas com micro-organismos

indesejaveis.

Tabela 7 — Teor de agucar (°Brix) do mosto obtido pelas leveduras testadas na Etapa F2 da

fermentagdo em escala piloto.

LEVEDURAS °BRIX NO FINAL 2BRIX APOS 48 HORAS DO
TESTADAS DA ETAPA F2 FINAL DA ETAPA F2
SC52 8 5

SC60 8 5

SC82 0 -

SC91 9 7

SC102 9 7

SC114 9 7

SC129 9 7

SC138 9 7

SC174 7 4

SC177 9 7

SC179 9 7

SC184 9 6

SC219 9 7

SC220 9 7

SC225 9 7

SC229 9 7

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em virtude do bom desempenho fermentativo da cepa SC 82, ap6s o término
da etapa F2 da fermentacao, foi dado continuidade ao processo de fermentacao
utilizando a cepa SC82, onde foram feitas novas adi¢des de caldo de cana na dorna
de fermentacdo da etapa F2, com o objetivo de aumentar o volume de cachaca
produzida. Assim, foram feitas dez adi¢coes (F3 até F12) de 11 L de caldo de cana a
15°Brix sem pasteurizacdo e sem suplementacdo, apenas aquecido a 32°C, na
dorna da etapa F2 da fermentacao que continha o indculo formado pela cepa SC82.

As adi¢des de caldo de cana na dorna foram feitas seguindo o procedimento
de se colocar primeiro 5 L de caldo e depois de 4 h eram adicionados mais 6 L de
caldo para completar o total de 11 L que seria o volume util de adicdo de caldo
adicionado na dorna para a fermentacao (Figura 5). O procedimento foi realizado
desta forma, a fim de proporcionar as condi¢cées reais da fermentacdo em uma
fabrica de cachaca que utiliza o processo descontinuo alimentado, também
conhecido como processo por batelada alimentada ou fermentacdo descontinua
alimentada, onde a vazao de alimentacao pode ser constante ou variar com o tempo
e a adicao de mosto pode ser de forma continua ou intermitente (CARVALHO e
SATO, 2001).

De acordo com Carvalho e Sato (2001) o controle da vazédo de alimentacéo,
num processo descontinuo alimentado previne a inibicao por substratos, melhorando
a produtividade e o rendimento do processo fermentativo. Desta forma, a batelada
alimentada permite manter concentragao celular constante e controlar velocidade de
crescimento.

Ainda com relacdo as fermentagdes posteriores realizadas pela cepa SC82
percebeu-se que em todas as dez adicées de caldo de cana que correspondem a
dez bateladas de fermentacbes realizadas, a temperatura das fermentagdes
permaneceu em aproximadamente 35°C. O tempo médio fermentativo necessario
para “zerar” o Brix do mosto e finalizar a fermentacao do caldo por esta mesma cepa
foi de 16 h (Tabela 8).
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Tabela 8 — Tempo para zerar o teor de agucar (Brix) das fermentacoes (F2 a F12) realizadas pela

cepa SC82 em escala piloto para a producao de cachaca.

ETAPA DA FERMENTAGAO TEMPO (h) PARA FERMENTAR
F2 18
F3 18
F4 14
F5 14
F6 14
F7 14
) 14
F9 16
F10 16
F11 14
F12 15
MEDIA FERMENTATIVA (h) 16

Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma vez “zerado” a concentracdo de acucar das etapas das novas
fermentacdes realizadas (F3 a F12) foram necessarias cerca de 3 h para a
decantacao total das células de leveduras, para assim realizar o esgotamento do
vinho para a destilacdo. Ao término das fermentacdes (F2 a F12) foram obtidos com
a destilacdo dos vinhos um total de 11 L de cachaga de alambique produzida em
escala piloto.

Bosqueiro (2010) relata que fermentagbes bem conduzidas podem ser
identificadas pela formacdo de uma espuma fina e de um aroma agradavel,
decorrente dos compostos secundarios produzidos durante o processo fermentativo.
Cardoso (2006) comenta que uma fermentacao adequada, geralmente apresenta um
aroma agradavel, enquanto que aromas desagradaveis geralmente estao
associados com fermentagcées contaminadas. No presente trabalho, a cepa SC82
durante as etapas F1 e F2 da fermentagédo, bem como durante as novas etapas da
fermentacdo com a adicdo de mais caldo de cana para aumentar o volume de
cachaca produzida, sempre apresentou uma fermentacdo com aroma agradavel
(Tabela 9), tempo para fermentar menor que 24 h (Tabela 8) e uma temperatura
média de 35°C na dorna durante a fermentacéo.
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Tabela 9 — Caracteristicas do aroma (A+: agradavel; A-: ndo agradavel) do mosto obtido pelas cepas

testadas nas etapas da Fermentacao (F1 e F2) para a produgéo de cachaga em escala piloto.

ETAPAS DA FERMENTACAO
LEVEDURAS FINAL DA FINAL DA  APOS 24 HORAS DO  APOS 48 HORAS DO
ETAPA F1 ETAPAF2 FINAL DA ETAPA F2 FINAL DA ETAPA F2

SCh2 A+ A+ A+
A+

SC60 A+ A+ A+ A+

SC82 A+ A+ NA NA

SCa1 A+ A+ A+ A+
SC102 A+ A+ A+ A+
SCi114 A+ A+ A+ A+
SC129 A+ A+ A+ A+
SC138 A+ A+ A+ A+
SC174 A- A- A- A-
SC177 A+ A+ A+ A+
SC179 A- A- A- A-
SC184 A- A- A- A-
SC219 A+ A+ A+ A+
SC220 A+ A+ A+ A+
SC225 A+ A+ A+ A+
SC229 A+ A+ A+ A+

NA = Nao se aplica. Fonte: Elaborado pelo autor.

A temperatura € um dos fatores ambientais importantes que influencia as
atividades metabdlicas dos micro-organismos (Braga 2006). Vieira (2011) comenta
que linhagens mesdbfilas de S. cerevisiae crescem em um intervalo compreendendo
temperatura minima de 10°C e maxima de 40°C, sendo a temperatura 6tima entre
282 e 35°C. Ja Lima et al. (2001) relatam que as leveduras crescem melhor em
temperaturas proximas a ambiente, sendo a temperatura 6tima para a producao de
etanol na faixa de 26°-35°C. As fermentagdes conduzidas pela cepa SC82
apresentaram uma temperatura média de 35°C.

O bom desempenho alcancado nas etapas de multiplicacdo e de fermentacao
da cepa SC82, indica seu potencial como cultura iniciadora do processo fermentativo
para a producao de cachaca de alambique. Segundo Stroppa et al. (2009), a selecéo
de linhagens iniciadoras visa garantir uma alta produtividade e a manutencédo da
qualidade da cachaca, favorecendo um inicio mais rapido do processo fermentativo,
evitando-se os riscos de contaminagédo apresentados pela fermentagdo espontanea,
com menor competicdo por nutrientes essenciais, maior rendimento, qualidade e

padronizacdo da bebida produzida.
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Observa-se na Tabela 9 que dentre as leveduras que nao obtiveram éxito na
fermentacao, apenas as cepas SC174, SC179 e SC184 apresentaram um aroma
nao agradavel, parecido com “ovo podre”, durante a fermentagéao, bem como durante
a etapa de multiplicagdo. Esse fato ndo ocorreu com a cepa SC82 que sempre
apresentou um aroma agradavel durante as etapas de multiplicacdo e de
fermentacdo. A provavel justificativa para essa caracteristica identificada nas cepas
SC174, SC179 e SC184 pode ser devido a producao de sulfeto de hidrogénio (H2S)
pelas cepas testadas. Ribeiro e Horii (1999) comentam que o sulfeto de hidrogénio,
acido sulfidrico ou gas sulfidrico (H»>S), possui odor repugnante, o que, aliado ao seu
baixo limite de detecgéo, torna a sua presenca nas bebidas indesejavel, tendo as
causas da sua formacao relacionadas com o metabolismo das leveduras.

A cepa S. cerevisiae SC82 por ter apresentado um bom desempenho na
producédo de cachaca em escala piloto foi utilizada para a producéo de cachaca em
escala de alambique.

4.1.2 Producao de cachaca em escala de alambique

Na producédo de cachaca em escala de alambique a cepa SC82 apresentou
um bom desempenho em todos os estagios previstos nas etapas de multiplicagao
realizadas no laboratério e de multiplicacdo e de fermentacao feitas na fabrica de
cachaga. Durante todas essas etapas a referida cepa sempre apresentou um aroma
agradavel e um tempo de fermentacao de 24 h.

No final da etapa P4 da multiplicacdo no laboratério para a producdo em
escala de alambique a cepa SC82 apresentou um valor de 4,5°Brix, muito préximo
do valor encontrado na producdo em escala piloto que foi de 4,0°Brix, o que
demonstra novamente o bom desempenho alcancado da cepa SC82 nas etapas P1
a P4 da multiplicacao elaborados nesta pesquisa para producdo em escala de
alambique.

Saindo das condicdes assépticas e controladas em termos de agitagdo e
temperatura feitas nas etapas P1 até P4 do esquema de multiplicagdo para a
producéo em escala de alambique, o volume de 20 L de inéculo obtidos na Etapa P4
foi transferido para uma dorna de fermentagéao de aco inoxidavel com capacidade de
150 L para terminar o processo de multiplicacdo, P5 até P8 (Figura 6), agora sem
condicbes controladas de temperatura e agitacdo com o objetivo de aumentar o
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volume de inéculo que seria enviado para a fabrica de cachaca. Além disso serviu
para observar o desempenho da cepa SC82 ao receber volumes maiores de caldo
de cana.

Assim, observou-se que a cepa SC82 nas etapas P5 até P8 foi capaz de
reduzir pela metade (4,0°Brix) o Brix inicial (8,0°Brix) da etapa P5 de multiplicacédo
em 24 h, conforme mostra a Tabela 12. Na etapa P6 de multiplicacédo, a reducao do
Brix inicial (6,5°Brix) da etapa em quase a metade (4,0°Brix) ap6s 18 h. Ja na etapa
P7 de multiplicacdo reduziu o Brix inicial (7,0°Brix) da etapa em quase a metade
(4,0°Brix) apo6s 11 h. E por fim zerou o Brix inicial (6,0°Brix) da etapa P8 de
multiplicacdo apo6s 11 h (Tabela 10). Em todas as etapas (P5 a P8) de multiplicacao
em condicdes nao controladas de temperatura e de agitagdo o mosto contendo a
cepa SC82 sempre apresentou aroma agradavel.

Tabela 10 — Teor de agucar (Brix) alcancado pela levedura S. cerevisiae SC82 nas etapas P5 a P8

da multiplicagédo para producdo de cachaca em escala de alambique.

Etapa da multiplicacao P5 P6 P7 P8
Brix obtido na etapa (2Brix) 4,0 4,0 4,0 0
Brix inicial da etapa (2Brix) 8,0 6,5 7,0 6,0
Tempo (h) para reducao do Brix inicial 24 18 11 11

Fonte: Elaborado pelo autor.

Outro detalhe que reforca o bom desempenho da cepa SC82 para a producao
de cachaca em escala de alambique foi o fato de que apés cinco dias da chegada do
in6culo na fabrica do produtor de cachaca ja foi possivel destilar o vinho obtido da
inoculacao da citada cepa na fabrica de cachaga, demonstrando um bom resultado
de multiplicagdo da levedura e de fermentacdo do caldo de cana em escala de
alambique, mesmo partindo inicialmente de um volume grande de mosto contendo
120 L de in6culo.

A fermentagéo do caldo de cana a 15°Brix adicionado na dorna da fabrica de
cachaca que continha o in6culo testado durou 24 h. Verificou-se também que o
produtor de cachacga na multiplicacdo de seus in6culos nao realiza a aeracao e nem
o controle da temperatura do mosto, bem como que na etapa do processo
fermentativo também nao faz o controle de temperatura da fermentacéo, o que é a
realidade para a maioria dos estabelecimentos produtores de cachaca. Estas
condigcbes poderiam ser barreiras para a multiplicacdo da levedura e o bom
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desempenho da fermentagdo, bem como o fato de ser um processo industrial, onde
utiliza-se grandes volumes de caldo de cana para a fermentacéo.

Por outro lado, ja indicariam se a cepa testada (SC82) teria um bom
desempenho caso ela tivesse um desenvolvimento adequado como aroma
agradavel durante a fermentacao, reducoes rapidas dos teores de Brix e tempo de
fermentacdo menor ou igual a 24h.

O que foi percebido durante a fase de multiplicacido e de fermentagdo na
fabrica de cachaca, bem como comprovado pelo resultado da analise quimica da
cachaca produzida na fabrica de cachaca, em relagéo a acidez volatil, expressa em
acido acético, que foi de 20,9 mg 100mL™" de alcool anidro (Tabela 11). O baixo valor
da acidez indica uma fermentacdo conduzida de forma adequada e satisfatéria, com
baixos niveis de contaminacdo bacteriana (SANTOS, 2013) e que possivelmente
pode-se presumir um predominio da cepa testada durante a etapa de multiplicacao e
de fermentagéo na fabrica de cachaga.

4.2 ANALISE QUIMICA DA CACHACA DE ALAMBIQUE PRODUZIDA EM ESCALA
PILOTO E DE ALAMBIQUE

Os resultados das analises quimicas realizadas pelo LABTOX do ITEP da
cachaca produzida em escala piloto (CPEP) e da cachaca produzida em escala de
alambique (CPEA) pela cepa SC82 estao apresentados na Tabela 11, conforme o
relatério da analise apresentado no Anexo 2 para a CPEP e no Anexo 3 para a
CPEA.

Tabela 11 — Resultados da andlise quimica (moléculas volateis, contaminantes organicos e
inorgénicos) da CPEP e da CPEA pela cepa SC82.
ANALISES* RESULTADOS (CEPA SC82) Valor
, ; maximo
MOLECULAS VOLATEIS CPEP CPEA "
permitido*
Acidez volatil, expressa em acido acético, em 9,9 20,9 150
mg/100mL de alcool anidro
Esteres totais, expressos em acetato de etila, em 25,5 20 200
mg/100mL de é&lcool anidro
Aldeidos totais, em acetaldeido, em mg/100mL 13,5 6,1

. ; 30
de alcool anidro
Furfural, em mg/100mL de alcool anidro < 0,99 <0,84 5
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Soma dos alcoois isobutilicos, isoamilicos e n- 391 472 360
propilico, em mg/100mL de alcool anidro
Soma dos Componentes secundarios, em 440 519 650
mg/100mL de alcool anidro
Teor alcodlico real, em % v/v a 20°C 45 52 38a48
CONTAMINANTES ORGANICOS

Alcool metilico, em mg/100mL de é&lcool anidro 1,9 2,6 20
Carbamato de Etila, em ug/L <50 <50 210
Acroleina, em mg/100mL de alcool anidro < 0,85 <0,73 5
Alcool séc-butilico, em mg/100mL de 4alcool

) < 0,04 < 0,04 10
anidro
Alcool n-butilico, em mg/100mL de &lcool anidro 0,4 0,4 3

CONTAMINANTES INORGANICOS

Cobre, em mg/L 3,1 2,4 5
Chumbo, em pg/L <10 <10 200
Arsénio,em pg/L <8 <8 100

*Conforme Instrugdo Normativa n. 13, de 29 de junho de 2005, do MAPA. Fonte: Elaborado pelo autor.

Verifica-se na Tabela 11 que as cachagas produzidas pela cepa SC82, tanto
em escala piloto (CPEP) como em escala de alambique (CPEA), apresentaram
teores de contaminantes orgéanicos referentes a alcool metilico, a carbamato de etila,
a acroleina, ao alcool séc-butilico e ao alcool n-butilico bem abaixo dos limites
estabelecidos pela legislacdo. Este fato também foi observado com relacdo aos
teores de contaminantes inorganicos como cobre, chumbo e arsénio, os quais
estavam abaixo dos limites estabelecidos pela legislagdo brasileira para cachaca
(BRASIL, 2005a).

Sobre a presenca dos contaminantes organicos e inorganicos na CPEP e
CPEA, os resultados obtidos sdo comentados separadamente a seguir, em virtude
da toxidade destes compostos e riscos a saude dos consumidores pela ingestdo de
bebidas contaminadas com estes compostos.

O teor de metanol encontrado na CPEP foi de 1,9 mg 100mL™" de 4lcool
anidro, enquanto que na CPEA foi de 2,6 mg 100mL™ de 4lcool anidro, constatando-
se que em ambas as producbes os teores encontrados estdo bem abaixo do limite
maximo estabelecido pela legislacdo que é de 20 mg 100mL™" de &lcool anidro. O
metanol é um alcool indesejavel na bebida devido a sua alta toxidez, e se origina da
degradacdao da pectina, um polissacarideo presente na cana-de-agucar, que €
formada pela associacdo de centenas de moléculas de acido galacturénico, que

possuem fragmentos de moléculas de metanol, as quais sao liberadas durante o
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processo de fermentacdo (CARDOSO, 2006). Sua presenca pode estar ligada a uma
filtracdo inadequada do caldo, o que possibilita a presenca de bagacilhos no
processo fermentativo, cuja pequena quantidade de pectina pode ser degradada (em
condicOes acidas) dando origem ao metanol (PEREIRA, ROSA e FARIA, 2006).

A presenca de metanol é indesejada nas bebidas alcodlicas, pois pode causar
sintomas téxicos como, por exemplo, dor de cabeca, vertigem e vémitos (MOREIRA,
NETTO e MARIA, 2012). Além disso, se ingerido durante longo periodo, mesmo em
doses pequenas, pode levar o individuo a cegueira e até mesmo a morte, pois
provoca acidose e disfuncdo celular. Bortello (2013) comenta que na cachaga o
metanol € formado pela degradacdo de bagacilhos da cana-de-acucar, fibra que
contém pectina, quando inicialmente ndo é separado do caldo por filtracdo, bem
como que normalmente o teor de alcool metilico em destilados de cana-de-agucar €
baixo devido ao conteudo de pectina na cana ser baixo.

Diante disto durante o processamento da cana-de-agucar cuidados
redobrados devem ser considerados no processo de filtragdo e decantacao do caldo
de cana que acabou de ser moido, bem como na regulagem da moenda para evitar
a presenca de bagacilhos de cana no caldo que sera enviado para a fermentacao, e
que podem favorecer a presenca de metanol na cachacga. Por isso é muito
importante que a filtragdo e a decantacao do caldo de cana, bem como a regulagem
da moenda sejam muito bem realizadas e constantemente acompanhadas para que
os teores de metanol sejam sempre mantidos bem abaixo do limite estabelecido pela
legislacdo, ja que a sua presenca na bebida € esperada em virtude da presenca de
substancias pécticas dissolvidas no caldo durante a moagem da cana-de-acucar
(BORTELLO, 2013).

O teor de acroleina encontrado na CPEP foi menor que 0,85 mg 100mL™ de
alcool anidro, enquanto que na CPEA foi menor que 0,73 mg 100mL™ de alcool
anidro. Percebe-se que sao valores bem abaixo do maximo que é permitido pela
legislacdo que é de 5 mg 100mL™" de &lcool anidro.

A acroleina, também conhecida como 2-propenal, € uma substancia
carcinogénica oriunda do processo de fermentacdo, podendo ser formada pela
desidratacdo do glicerol ou por contaminacdao bacteriana (Zacaroni et al., 2011).
Segundo Oliveira (2012) a acroleina é formada pela reagdo do glicerol produzido
pelas leveduras com o beta-hidroxipropionaldeido sintetizados por contaminantes
bacterianos. Fernandes (2013) relata que a acroleina possui gosto amargo, odor
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penetrante e apimentado, e pode ser formada pela desidratagéo do glicerol, produto
da fase inicial da fermentagéo, na presenca de acidos, a quente, quando em contato
com as superficies metalicas da coluna de destilagao.

Fernandes (2013) avaliando as variacbes na composicao fisico-quimica da
cachaca de alambique produzida usando uma mesma levedura selecionada sob
condicdes controladas de fermentacao e de destilacdo a partir de cinco cultivares de
cana-de-agucar, verificou que nas 45 amostras de cachacas produzidas nao foi
detectada a presenca de acroleina na bebida. No presente trabalho foram
encontrados teores de acroleina bem abaixo do limite estabelecido pela legislacao
brasileira para cachaca em condi¢ées ndo controladas de temperaturas e destilacao.
Ja Zacaroni et al. (2011) avaliando a presenga de contaminantes organicos e
inorganicos em aguardentes de cana da regido Sul de Minas Gerais, verificaram
valores para os teores de acroleina de ndo detectado a 7,45 mg 100mL™" de &lcool
anidro.

Na literatura sdo encontrados poucos relatos sobre a quantificacdo de
acroleina em cachacga, o que se configura a necessidade de mais pesquisas
voltadas para o estudo deste contaminante que apresenta efeitos toxicos a saude
das pessoas por todas as vias de administracdo, bem como nao esta bem elucidado
seu comportamento quimico com o envelhecimento da bebida, além da necessidade
de estudos sobre seus efeitos quimicos em baixas concentracdes para a saude dos
consumidores de cachaga.

O carbamato de etila, substancia altamente carcinogénica, € um contaminante
organico, cuja quantificacdo em cachacas passou a ser exigida pela legislacdo
brasileira a partir de junho de 2010, que estabelece a quantidade nao superior a 210
ug L. O teor de carbamato de etila encontrado na CPEP e na CPEA foi menor que
50 pg L. Este valor corresponde aproximadamente a 33 % do valor maximo
permitido pela legislacdo para carbamato de etila, o que representa um teor bem
abaixo do estabelecido pela lei. Quanto menor este valor melhor sera a qualidade da
bebida e principalmente para a saude dos consumidores, uma vez que o carbamato
de etila é uma substancia reconhecidamente genotdxica e carcindgena (OLIVEIRA,
2012).

Vieira, em 2011, objetivando quantificar carbamato de etila durante a
fermentacdo e destilacdo de bebida alcodlica elaborada a partir de diferentes
mostos, encontrou nos destilados produzidos teores de carbamato de etila variando
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de 54 a 110 pug L. J&4 Masson (2009) avaliando as concentracdes de carbamato de
etila, acroleina e outros componentes de aguardentes de cana coletadas de
produtores das regides norte e sul Minas Gerais, verificou que das 71 amostras
analisadas, 29,57% encontraram-se fora da legislacdo brasileira quanto ao teor de
carbamato de etila, com teores variando de 22,6 a 980 pg L.

De acordo com Masson (2009), a falta de boas préaticas de producédo e a
utilizacdo de equipamentos tecnologicamente defasados favorece a contaminagéo
da bebida, principalmente por carbamato de etila e aldeidos, dificultando a
comercializacdo no mercado externo, em decorréncia das exigéncias dos paises
importadores quanto a presenca e teor dessas substancias na bebida.

Os possiveis mecanismos de formacdo do carbamato de etila em bebidas
alcodlicas ainda ndo se encontram claramente estabelecidos (FERNANDES, 2013;
ZACARONI et al., 2011; MASSON, 2009), por isso devem ser intensificadas
pesquisas envolvendo este composto quimico para serem elucidados seus
mecanismos de formacdo e medidas de prevencdo da contaminacdo em bebidas
alcodlicas, particularmente na cachaga, com intuito de esclarecer e orientar os
produtores na producédo de cachaca de qualidade, além da seguranca a saude dos
consumidores.

Os teores de alcool sec-butilico encontrado na CPEP e na CPEA pela cepa
SC82 foram menores que 0,04 mg 100mL™" de alcool anidro, enquanto que os teores
de &lcool n-butilico encontrado na CPEP e na CPEA foram iguais a 0,4 mg 100mL"
de alcool anidro. Estes valores estdo bem abaixo do méximo permitido pela
legislagdo para cachaca, que é de 10 mg 100mL™" de &lcool anidro para o alcool sec-
butilico e 5 mg 100mL™" de alcool anidro para o &lcool n-butilico.

Cardoso (2013a), investigando a correlacao entre os resultados de avaliacdo
sensorial e de composicao quimica de amostras de cachaga nova produzidas em
alambiques de Salinas (MG) constatou que das 24 amostras analisadas os teores de
alcool sec-butilico variaram de n&o detectavel a 9,52 mg 100mL™" de alcool anidro,
enquanto que os teores de alcool n-butilico variaram de 0,33 a 31,14 mg 100mL™" de
alcool anidro, com trés amostras acima do limite estabelecido pela legislagéo.

Segundo Francga Junior (2008), o aumento dos teores dos alcodis n-butilico
(1-butanol) e sec-butilico (2-butanol) é relacionado a presenca de bactérias,
podendo comprometer a qualidade da cachaca, bem como que o 1-butanol pode ser
produzido como co-produto da acetona e do etanol, pela fermentacdo de certos
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carboidratos por bactérias anaerdbicas. Pereira (2007) comenta que a formacéo do
alcool n-butilico nas bebidas alcodlicas esta diretamente relacionado com a linhagem
da levedura, os nutrientes presentes no meio, a temperatura, o pH, a presenca de
compostos nitrogenados e a certos aminoacidos. Cabe destacar que na literatura
cientifica existem poucas pesquisas envolvendo a quantificacdo dos alcoois sec-
butilico e n-butilico em bebidas alcodlicas para um maior esclarecimento sobre seus
mecanismos de formacdo e prevencdo na cachaca e seus efeitos quimicos em
concentracdes elevadas.

Sobre os contaminantes inorganicos encontrados nas cachacgas produzidas
pela cepa SC82 verificou-se que o teor de cobre encontrado na CPEP foi de 3,1 mg
L™, enquanto que na CPEA foi de 2,4 mg L. Estes valores encontrados nas duas
bebidas estdo abaixo do limite maximo estabelecido pela legislagdo que é de 5mg L
1.

Silva et al (2012), verificando a conformidade fisico-quimica com a legislacédo
vigente de aguardentes de cana-de-acucar produzidas na microrregiao de ltapetinga
(BA), encontraram teores de cobre nas cinco amostras de cachagas analisadas com
valores de 2,55 mg L™; 4,37 mgL";763mgL";88mgL" e21,45 mgL". Franca,
Sa e Fiorini (2011), avaliando a qualidade da cachaca produzida artesanalmente no
municipio de Passos (MG), através da quantificacdo dos teores de cobre, acidez
acética e graduacao alcodlica, constataram que das oito amostras analisadas 75%,
seis amostras, estavam com os teores de cobre fora da especificagdo determinada
pela legislagdo; com um valor maximo detectado de 19,92 mg L. Apenas 25% das
amostras analisadas estavam em consonancia com a legislagdo vigente, com
valores de 4,64 mg L™ e 3,08 mg L de cobre. J4 Miranda e colaboradores (2007)
fazendo um levantamento de marcas comerciais de cachacga e aguardente quanto a
conformidade com os padrdes de identidade e qualidade previstos pela legislacao
vigente, verificaram que das 94 amostras de cachacas analisadas, 15%
apresentaram teor de cobre acima do limite estabelecido, com valor maximo
verificado de 12 mg L.

Portanto, em muitas pesquisas envolvendo a quantificacdo de cobre sao
encontradas contaminagbes de cachaga com cobre, fato este que configura a
necessidade de uma preocupacéo ainda maior por parte dos produtores em resolver
esse problema, buscando atender as exigéncias legais e com isso alcancar
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mercados maiores, bem como produzir uma bebida de qualidade e segura a saude
dos consumidores.

O cobre corresponde a um ion metalico importante ao corpo humano devido a
sua atividade funcional, estrutural e biol6gica, bem como possui um papel de
catalisador de algumas reacOes fisioldgicas oxidativas importantes como a
fosforilacdo oxidativa, inativacdo de radicais livres, biossintese de colageno, entre
outros (MONTEIRO, 2010). O excesso de cobre pode ser téxico ao organismo
devido a sua afinidade com grupos S-H de muitas proteinas e enzimas, causando
doencas como a epilepsia, melanoma e artrite reumatoide, bem como a perda de
paladar (MOSER, 2012). Vale reforcar que a contaminacao de cobre na Cachaca de
Alambique ocorre na etapa da destilacdo da bebida, pois como corresponde ao
metal de construcdo dos alambiques, quando o cobre se oxida forma-se uma
camada esverdeada de nome azinhavre, composta por carbonato basico de cobre,
na superficie do metal, e durante a destilacdo, essa camada é dissolvida e arrastada
pelos vapores alcodlicos acidos, contaminando a bebida (CARDOSO, 2006).

Outro detalhe é que o cobre contamina a cachaca de alambique quando nao
ocorre uma higienizacdo adequada do alambique, por isso o alambique deve ser
obrigatoriamente limpo depois de toda destilacdo, esfregando-se as paredes
internas, utilizando-se agua potavel e uma escova ou vassoura exclusiva para esta
atividade, bem como que ao final da safra de producdo da cachaca, tanto o
alambique quanto a serpentina devem ficar completamente cheios de agua durante
a entressafra e quando do inicio da nova safra toda a parte interna do alambique
devera ser lavada com agua potavel acidificada (GONGALVES, ROSA e
UETANABARO, 2009). Cardoso (2013a) comenta que o cobre é um dos metais
indesejaveis na cachaga e a contaminacdo da bebida por ions de cobre é
considerada como entrave a exportagéo, ja que a legislagdo em outros paises nao
tolera mais que 2 mg L™ de cobre nos destilados alcodlicos.

A utilizagao de resinas de troca i6nicas e/ou filtros de carvao ativados para a
reducao do teor de cobre em cachagas armazenadas e/ou envelhecidas, bem como
em cachagas recém-destiladas devem ser realizadas com cautela, utilizando o
dispositivo mais adequado para que nao comprometa a qualidade quimica e
sensorial da bebida produzida.

Lima e colaboradores (2009) avaliando o uso de carvao ativado, resina de
troca ibnica e compédsito carvao ativado/éxido de ferro na remocédo de cobre de
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cachacas com excesso deste elemento em funcdo dos outros compostos
congéneres essenciais a boa qualidade da cachaca, constataram que a resina de
troca ibnica mostrou-se melhor para o tratamento de cachaca com excesso de
cobre, por ser mais especifica na troca de ions como o cobre e ndo adsorver tanto
0s compostos organicos, essenciais a cachaca, porém altera a proporcdao dos
alcoois superiores a medida que a resina é utilizada, principalmente do propanol. Ja
o carvao ativado e o compgsito carvao tratado com 6xido de ferro extrairam, além do
cobre, quantidades significativas de compostos indispensaveis a qualidade da
cachaca, sendo necessario um bom controle da quantidade de adsorvente a ser
empregado. Ja Stella (2010) buscando fazer uma avaliacdo dos efeitos da filtragéo
com resinas ibnicas sobre a qualidade da cachacga verificou que as resinas
reduziram a concentracdo de cobre presente como contaminante da cachaga, no
entanto, percebeu também que outras caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do
produto sao alteradas pela filiracdo, onde as resinas ibnicas reduzem a
concentragdo de componentes secundarios, 4acidos, aldeidos e ésteres,
influenciando nos atributos da bebida filtrada.

Lima e colaboradores (2009) comentam que a lavagem do alambique de
cobre antes da destilacdo da cachaca, para a remocédo do azinhavre formado em
suas paredes, ainda é o melhor procedimento a ser seguido pelo produtor, evitando-
se que maiores gastos sejam feitos para adequacdo de seu produto as normas de
qualidade exigidas pelos érgaos reguladores.

Diante das possiveis mudancas na qualidade quimica e sensorial da cachaca,
identificada em certas pesquisas cientifica, com a utilizacao de resinas i6nicas e/ou
filtros para a remocao e/ou diminuicao dos teores de cobre na bebida, vale destacar
que um acompanhamento em cada etapa do processo de producdo da Cachaca de
Alambique, preconizando sempre a higiene na producdo, condi¢ées higiénico-
sanitarias adequadas e aprimoradas, bem como produc¢éo voltada para a qualidade
e nao para a quantidade, pensando e implantando as Boas Praticas de Fabricacéo,
com certeza configura-se a melhor maneira de se produzir com qualidade e obter um
produto dentro dos padrées de qualidade nacionais e internacionais, além de seguro
a saude dos consumidores.

Ainda sobre o0s contaminantes inorganicos presentes nas cachacas
produzidas pela cepa SC82, verificou-se que os teores de chumbo encontrado na
CPEP e na CPEA pela cepa SC82 foram menores que 10 ug L™, enquanto que os
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teores de arsénio encontrado na CPEP e na CPEA foram menores que 8 ug L
(Tabela 11). Estes valores estdo bem abaixo do maximo permitido pela legislacéo
para cachaca, que é de 200 pg L™ para o teor de chumbo e 100 pg L™ para o teor de
arsénio.

O chumbo e o arsénio podem estar presentes na cachaca devido a soldas
nos alambiques e em outros equipamentos e utensilios; a 4gua usada na producao
da cachaca; aos encanamentos de chumbo; as tintas, as rolhas e as tampas
manufaturadas com ligas contendo chumbo; e ao desgaste mecanico e corrosédo de
equipamentos (FERNANDES, 2013; MASSON, 2009; FRANCA JUNIOR, 2008).
Diante disso, os produtores de cachaga de alambique devem estar atentos as
citadas causas das possiveis formas de contaminacao da bebida por chumbo e
arsénio, visto que se tratam de compostos quimicos téxicos que em concentracdes
elevadas podem ocasionar sérios problemas de saude, como intoxicacdo aguda e
cronica e cancer (MASSON, 2009), aos consumidores da bebida contaminada.

Com relacao aos teores de substancias volateis presentes nas cachacas
produzidas pela cepa SC82, observou-se que tanto na CPEP como na CPEA
apenas o teor de alcoois superiores representado pela soma dos alcoois isobutilicos,
isoamilicos e n-propilico estavam acima do limite permitido pela legislacdo, onde a
CPEP apresentou um valor de 391 mg 100mL" de &lcool anidro e a CPEA
apresentou um valor de 472 mg 100mL™" de &lcool anidro. A CPEP estava cerca de
8,6% acima do maximo permitido, enquanto que a CPEA estava cerca de 31,1%
acima do valor maximo permitido pela legislacao brasileira para o teor de alcodis
supetriores que é de 360 mg 100mL™" de &lcool anidro.

Segundo Miranda (2005), do ponto de vista quantitativo, a formacao de
alcodis superiores depende acentuadamente da cepa empregada, assim como da
ocorréncia de micro-organismos contaminantes. Fernandes (2013) relata que a
formacao de alcodis superiores € influenciada pela composicdo do meio
(concentragao de agucar, concentracao e tipo de fonte de nitrogénio), pela oxidagao
dos aminoacidos durante o processo de fermentacdo, além da linhagem da
levedura. Fernandes (2013) relata também que a quantidade de alcoois superiores é
maior quando a fermentacao for mais demorada, resultante da atividade de fermento
mais fraco, o que nao foi o caso das fermentacdes executadas neste trabalho, uma
vez que a levedura SC82 mostrou-se com rapido crescimento e elevado poder de
fermentacdo. Ja Rodrigues Filho e Oliveira (1999) comentam que todo o cuidado
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deve ser observado na adicdo de fubd de milho e farelo de arroz para a
suplementacdo da nutricdo da levedura durante a etapa de multiplicacdo, pois o
excesso de fuba aumenta a produgdo de compostos secundarios, e 0 excesso de
farelo de arroz diminui a proporcéo desses compostos.

A formacdo de alcodis superiores segundo Léauté (1990), citado por
Bortoletto (2013) e Cardoso (2013a), também pode ser influenciada pelo processo e
o tipo de equipamento utilizado durante a destilacdo da cachaca.

Com base nessas discussdes supomos que o teor de alcodis superiores
acima do limite estabelecido pela legislacdo encontrado na CPEP e na CPEA
produzidas pela cepa SC82 pode ser devido a suplementacao do caldo de cana que
foi realizada com fuba de milho e farelo de arroz na etapa de multiplicacdo da
levedura e ainda a propria levedura selecionada utilizada no processo de producao
da cachaca de alambique, bem como devido ao tipo do equipamento de pequeno
porte (capacidadde util de 10 L) usado para a destilacao da CPEP que ndo permite
uma separacao adequada das fragdes do destilado e ao controle de fatores que
podem influenciar a dinamica de evaporacdao dos compostos presentes no vinho
como pressao, temperatura e graduacao alcodlica do destilado na CPEP e na CPEA
(BOSQUEIRO, 2010). Além do fato de que possiveis problemas no
dimensionamento dos componentes do alambique de cobre de pequeno porte usado
para a CPEP que podem interferir na destilacdo adequada dos componentes
quimicos do vinho (fermentado) (CARDOSO, 2006).

Possibilidades de elevada contaminagdo e utilizacdo de fermento lento
durante a producdo da CPEP e da CPEA estdo descartadas uma vez que a
multiplicacdo e a fermentacao do caldo de cana pela cepa SC82, tanto em escala
piloto como em escala de alambique, foram conduzidas de forma adequada, com
boas condi¢cbes higiénico-sanitarias, dentro do tempo esperado e com um bom
desempenho em todas as etapas da referida cepa.

Fato esse comprovado pela baixa acidez volatil, expressa em acido acético,
nas duas cachacas produzidas pela cepa SC82, principalmente da CPEP que foi de
9,9 mg 100mL™" de alcool anidro, que indicam um processo de producdo realizado
com baixos niveis de contaminacgdo bacteriana.

Diante dos teores de alcobis superiores um pouco acima do valor maximo
permitido pela legislacado encontrado na CPEP e na CPEA pela cepa SC82, novos
estudos fazem-se necesséarios para elucidar a possibilidade de contribuicdo da
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referida cepa no aumento do teor de alcool superior, bem como do efeito da
suplementacao do caldo de cana com fuba de milho e farelo de arroz na producéo
de alcoois superiores, além de outros fatores relacionados ao tipo do equipamento e
do processo de destilacao que podem ter realmente contribuido para o aumento do
teor de alcodis superiores.

A soma dos componentes secundarios, relatada na Tabela 11, também é
chamada de Coeficiente de Congéneres, e refere-se a soma da acidez volatil
(expressa em acido acético), dos aldeidos (expressos em acetaldeido), dos ésteres
totais (expressos em acetato de etila), dos alcoois superiores (expressos pela soma
do alcool n-propilico, alcool isobutilico e alcoois isoamilicos) e do furfural mais
hidroximetilfurfural ndo pode ser inferior a 200 mg 100mL™" de alcool anidro e
superior a 650 mg 100mL" de &lcool anidro, conforme preconiza a legislagdo
brasileira para cachaca. Assim na CPEP foi encontrado um valor para os teores de
componentes secundarios de 440 mg 100mL™" de alcool anidro, enquanto que para a
CPEA foi encontrado um valor para os teores de componentes secundarios de 519
mg 100mL" de alcool anidro. Em ambos os casos, valores dentro do limite
estabelecido pela legislacao.

A acidez volatil, expressa em acido acético, encontrada na CPEP foi de 9,9
mg 100mL™" de &lcool anidro, valor este que representa apenas 6,6 % do teor
maximo permitido pela legislacdo. Na CPEA foi encontrado um valor de acidez volatil
de 20,9 mg 100mL™ de alcool anidro, que representa cerca de 13,9% do limite
maximo estabelecido pela legislacéo.

Percebe-se que os teores de acidez volatil encontrados na CPEP e na CPEA
estdo bem abaixo do valor maximo permitido pela legislacao brasileira que é de 150
mg 100mL™" de &lcool anidro, bem como que estes baixos indices de acidez volatil
encontrados nas duas cachacas produzidas indicam um processo de producéo
controlado, com qualidade higiénico-sanitaria e baixos niveis de contaminacao
bacteriana (MARINHO, MACEDO e SIQUEIRA, 2009; LELIS, 2006).

A acidez volatil corresponde a um parametro de qualidade que quando em
niveis elevados promove um sabor indesejavel e “agressivo” prejudicando a
qualidade da bebida, sendo considerado o principal defeito sensorial de bebidas
destiladas (MONTEIRO, 2010).

De acordo com Marinho, Rodrigues e Siqueira (2009), a acidez da cachaca
vai depender do controle no processo de fermentacdo, em relacdo a fatores como:
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linhagem da levedura predominante no fermento, pureza da fermentacao, o tempo e
a temperatura de fermentacdo e o manejo do mosto. Estes autores comentam
também que a acidez volatil pode ser controlada em varios niveis na producéo da
cachaga, como por exemplo, na fermentacdo do mosto, em alambiques bem
higienizados e na utilizagdo de culturas de leveduras puras.

Cardoso (2013a) cita que a producédo de acido acético pode ser causada pela
contaminacdo do mosto por bactérias acéticas e pelas préprias leveduras, que
produzem o acido acético, para gerar acetil-coenzima-A, utilizada na sintese de
acidos graxos, esterdis e aminoacidos. Cabe destacar que a presenca de acidos em
pequena quantidade € muito importante para a qualidade da bebida, ja que reagem
com os alcodis do meio aumentando a formacdo de ésteres, substancias
responsaveis pelo aroma de bebidas destiladas (BOSQUEIRO, 2010).

Silva e colaboradores (2009) avaliando a producao de cachacas em escala de
laboratério a partir de leveduras isoladas de alambiques de diferentes regides de
Minas Gerais, obteve concentracées de acidez volatil, expressa em acido acético,
variando de 40,59 a 671,86 mg 100mL™" de alcool anidro. J& Barbosa (2013) visando
a caracterizacdo molecular e bioquimica de linhagens de S. cerevisiae da regido de
Salinas (MG) verificou que as cachacas produzidas pelas 15 linhagens testadas,
apresentaram valores da acidez volatil variando entre 12,87 e 32,68 mg 100mL™" de
alcool anidro, com teor médio de 19,73 mg 100mL™ de alcool anidro. No presente
estudo foram obtidos valores da acidez volatil na CPEP (9,9 mg 100mL™ de &lcool
anidro) pela cepa SC82 abaixo dos valores obtidos nos trabalhos citados
anteriormente. A CPEA apresentou valor da acidez volatil (20,9 mg 100mL™" de
alcool anidro) proximo da média obtida da acidez volatil na pesquisa de Barbosa
(2013) e bem abaixo dos valores obtidos no trabalho de Silva e colaboradores
(2009).

O baixo valor da acidez volatil encontrado na CPEP em relagéo a CPEA ja era
esperado, ja que se trata de um processo mais controlado em termos de
temperatura, higiene, instalagbes e acompanhamento da producdo, além de
trabalhar com menores volumes e apresentar baixos indices de contaminagbes no
processamento. Mas, vale ressaltar que o valor da acidez volatil encontrado CPEA
nao deixa de ser um étimo teor alcangado, uma vez que se trata de uma escala de
producdo maior, onde se trabalha com grandes volumes diarios, condigcdes de
processo nao muito controladas e com possibilidades de exposicdo a uma maior
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contaminacdo em cada etapa do processamento, mesmo o estabelecimento
apresentando boas condi¢des higiénico-sanitarias na producao.

Sobre o teor de ésteres totais, expressos em acetato de etila, a CPEP
apresentou o valor de 25,5 mg 100mL™" de alcool anidro acido, enquanto que a
CPEA apresentou o valor de 20 mg 100mL™" de alcool anidro &cido. Estes valores
obtidos nas duas cachacas produzidas pela cepa SC82 estdo dentro do limite
permitido pela legislagdo que é de 200 mg 100mL™" de &lcool anidro &cido.

Os ésteres, ao lado dos alcoois superiores, correspondem aos principais
compostos quimicos responsaveis pelo sabor e pelo aroma de bebidas destiladas
(MONTEIRO, 2010). Os ésteres sdo produzidos no metabolismo secundario das
leveduras durante a fermentacdo alcodlica e durante o envelhecimento pela
esterificacao de acidos graxos com o etanol (SANTOS, 2013).

O principal éster encontrado na cachaga € o acetato de etila, que em baixas
concentragcdes incorpora um aroma agradavel de frutas a bebida, porém, em altas
concentracdes, a bebida adquire um sabor indesejavel e enjoativo (BARBOSA,
2013). Segundo Etiévant (1991), citado por Santos (2013), Moser (2012) e Monteiro
(2010), o acetato de etila ndo contribui com o aroma de bebidas alcodlicas em
concentragdes abaixo de 75 mg L e quando em concentracdes acima de 200 mg L’
! confere a bebida um aroma desagradavel.

Barbosa (2013) visando a caracterizacdo molecular e bioquimica de linhagens
de S. cerevisiae da regiao de Salinas (MG) verificou que as cachacas produzidas
pelas 15 linhagens testadas, apresentaram em relagdo aos ésteres um teor médio
do composto de referéncia (acetato de etila) de 15,5 mg 100mL™" de alcool anidro,
com resultados entre 59 e 63,9 mg 100mL" de alcool anidro. J& Silva e
colaboradores (2006) comparando por meio de analises quimicas e sensoriais,
cachacas obtidas pela fermentagcdo com diferentes linhagens de S. cerevisiae
encontraram valores para ésteres em acetato de etila entre 9,7 a 32,3 mg 100mL"
de éalcool anidro.

Os teores de aldeidos totais, expressos em acetaldeido, encontrados nas
duas cachagas produzidas pela cepa SC82 foi de 13,5 mg 100mL™" de alcool anidro
para a CPEP e de 6,1 mg 100mL™" de alcool anidro para a CPEA. Estes valores
obtidos estdo dentro do limite permitido pela legislagdo que é de 30 mg 100mL™" de
alcool anidro acido. Destaque para a CPEA que apresentou um valor bem abaixo do
limite maximo estabelecido pela legislacao.
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Silva e colaboradores (2009) avaliando a producao de cachagcas em escala de
laboratério a partir de leveduras isoladas de alambiques de diferentes regides de
Minas Gerais, verificaram que aproximadamente 64% das amostras superaram o
valor maximo legal de aldeidos, com valores entre 20,68 a 178,60 mg 100mL™" de
alcool anidro &cido. Por sua vez Silva e colaboradores (2006) comparando por meio
de analises quimicas e sensoriais, cachacas obtidas pela fermentacdo com
diferentes linhagens de S. cerevisiae encontraram valores para acetaldeidos entre
12,9 a 23,4 mg 100mL™ de alcool anidro.

Os aldeidos, principalmente o acetaldeido sdo compostos carbonilicos muito
volateis resultante da acao de leveduras durante estagios preliminares do processo
de fermentacao, tendendo a desaparecer no estagio final, desde que nao ocorra
aeragao, bem como também sdo componentes quimicos responsaveis pelo aroma e
pelo sabor das cachagas (CARDOSO, 2013a). De modo geral ocorre aumento
excessivo na formacdo de aldeidos quando se faz aeracdo do mosto durante a
fermentagdo, por isso recomenda-se nao aerar e sequer remexer o mosto durante
essa etapa (FERNANDES, 2013).

De acordo com Oliveira (2012), do ponto de vista toxicolédgico, sabe-se que o
acetaldeido é extremamente reativo e em quantidade elevada pode causar grandes
danos ao sistema nervoso central. Moreira, Netto e Maria (2012) comentam que um
conteudo reduzido de aldeidos nas aguardentes é frequentemente relacionado a
bebidas de qualidade superior. Em geral, aldeidos com até oito atomos de carbono,
tais como acetaldeido e furfural, apresentam odores penetrantes, geralmente
enjoativos, que sdo considerados indesejaveis para a cachaca (SOARES, SILVA e
SCHWAN, 2011). Cardoso (2013a) relata que os aldeidos podem possuir desde
odor penetrante, muitas vezes enjoativo e indesejavel em bebidas destiladas, a
aroma agradavel, dependendo do composto e da sua concentragao.

Durante a destilacdo, os aldeidos se concentram no destilado da fracao
cabeca. Entretanto, cabe destacar que o aumento do volume de separacdo do
destilado da cabec¢a pode acarretar perda de componentes desejaveis, como ésteres
(FERNANDES, 2013). No anexo 3 estdo os resultados da analise quimica da fragao
cabeca da CPEP, onde o valor do teor de aldeidos totais foi de 60 mg 100mL™" de
alcool anidro. Por sua vez, no anexo 4 estdo os resultados da analise quimica da
fracao cabeca da CPEA, onde o valor do teor de aldeidos totais foi de 41 mg 100mL"
' de alcool anidro. Um aumento do corte da fragdo cabeca, principalmente da CPEP
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poderia reduzir ainda mais o valor de aldeidos totais, porém haveria uma perda de
compostos secundarios importantes para o0 aroma e para o sabor da cachaca
produzida.

Ainda em relacdo as substancias volateis presentes na cachaca, verificou-se
que o teor de furfural encontrado na CPEP foi menor que 0,99 mg 100mL™ de alcool
anidro, enquanto que o teor de furfural encontrado na CPEA foi menor que 0,84 mg
100mL™" de alcool anidro. Estes valores estdo bem abaixo do limite maximo
estabelecido pela legislagdo brasileira para a cachaca que é de 5 mg 100mL™ de
alcool anidro.

O furfural e o hidroximetilfurfural sdo aldeidos indesejaveis na bebida, pois
conferem a cachaca aroma penetrante e enjoativo. A formagao desses compostos
pode estar relacionada com a queima da palha da cana-de-aglcar que provoca a
desidratacédo de fragdo de agucares presentes na cana, bem como pode ser devido
a presenca de acucares residuais (MOSER, 2012). Cardoso (2006) relata que na
destilacdo periodos prolongados de aquecimento do mosto fermentado produzem
principalmente o furfural, através da decomposicao térmica de aglcares residuais e
matéria organica ou bagacilhos do vinho depositados no fundo do alambique, o que
pode ser evitado utilizando mosto fermentado sem excesso de matéria em
suspensao.

No presente estudo, acredita-se que a presenca de furfural na CPEP e na
CPEA se deva pela presenca de agucares residual no vinho, visto que em ambos os
processos de producdo da bebida realizados na CPEP e na CPEA, a colheita da
cana-de-acgucar foi feita sem queima do canavial, pratica esta adotada e comum na
producdo da cachaca de alambique pelos produtores, bem como que foi feita a
filtracdo do vinho (mosto fermentado) antes de ser adicionado no alambique para a
destilacdo na CPEP. J4 na CPEA o vinho antes de ser enviado para a destilacéo,
passa por uma dorna “volante”, que € um equipamento que possui um fundo cénico
que permite o descanso do vinho por certo tempo, cerca de duas horas, antes de
seqguir para a destilacao para que matérias em suspensao sejam depositadas no
fundo desta dorna.

Estudos devem ser conduzidos com relagdo a influéncia de determinadas
concentracdes, mesmo baixas, de contaminantes organicos e inorganicos, além de
alguns componentes secundarios como acetaldeidos, furfural e alcoois superiores
que podem estar presentes na composicdo quimicas de cachacas, visando a um
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maior esclarecimento e entendimento dos seus mecanismos de formacao, influéncia
sensorial e quimica na qualidade da bebida, formas de prevencao da contaminacéo,
além é claro, principalmente, buscando a protecdo a saude dos apreciadores da
bebida.

4.3 OCORRENCIA MOLECULAR DA LEVEDURA SELECIONADA NA ULTIMA
BATELADA FERMENTATIVA EM ESCALA PILOTO

A caracterizagao das linhagens de S. cerevisiae € necessaria para o controle
da qualidade do produto final e do processo fermentativo, assegurando que este foi
realmente conduzido pela linhagen originalmente inoculada (QUEROL et al., 1992)

No presente estudo investigou-se, através da técnica de mtDNA-RFLP, a
ocorréncia da linhagem S. cerevisiae SC82 no final da décima batelada (etapa F12)
de adicao de caldo de cana a 15°Brix na etapa F2 do procedimento de fermentacao
utilizado nesta pesquisa para a producéo de cachaca em escala piloto.

O método de mtDNA — RFLP tem sido utilizado para analisar o polimorfismo
genético e monitorar a persisténcia ou a prevaléncia de linhagens durante o
processo fermentativo (BADOTTI, 2009; GOMES et al., 2009). Segundo Aradujo et al.
(2007) o método de mtDNA — RFLP ¢é simples, confiavel, rapido e de baixo custo, e
€ utilizado para monitorar a prevaléncia de uma cepa especifiva de levedura durante
todo o processo de fermentacéo.

Assim, observou-se, através da técnica de miDNA-RFLP utilizando a
endonuclease Hinf |, a prevaléncia de um perfil molecular nas amostras de leveduras
isoladas (L1 a L13) ao final da fermentacao da etapa F12 (F12F) (Figura 8). O tempo
F12F coletado da fermentacdo da etapa F12 para a analise molecular se refere a

amostra do fim da fermentacao da etapa F12, coletada depois da retirada do vinho.
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Figura 9 — Perfis de restricao do DNA mitocondrial dos isolados de leveduras (L1 a L13) e da
linhagem selecionada S. cerevisiae SC82 utilizada como inéculo iniciador. M: marcador de peso
molecular.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Comparando-se na Figura 8 os perfis moleculares das amostras L1 a L13,
que referem-se aos 13 morfotipos predominantes isolados do tempo F12F, com o
perfil molecular da linhagem S. cerevisiae SC82, adotada como controle de espécie,
percebe-se uma semelhanca no padrao de bandas e consequentemente podem
representar a mesma linhagem. Portanto, isso confirma a existéncia de apenas uma
linhagem de levedura, de perfil idéntico ao da levedura SC82 inoculada como
iniciadora.

Diante disso, verifica-se a presenca da cepa SC82 no final da ultima batelada
da fermentagcdo (F12) e o seu predominio ao longo das fermentagdes que foram
realizadas (F2 a F12) para a produgédo de cachaga em escala piloto. Aradjo et al.
(2007) verificando a prevaléncia das populacées de Saccharomyces cerevisiae pela
analise de restricdo do mtDNA e outros métodos de tipagem molecular durante a
fermentacdo espontanea para a producdo da cachaga constataram que das 97
linhagens de S. cerevisiae isoladas do inicio, do meio e do final da fermentacao, 52
linhagens de S. cerevisiae que apresentaram o mesmo perfil molecular estavam
presentes em maior frequéncia no inicio, no meio e no final da fermentagéao.

A constatagcdo da presenga da cepa SC82 no final da etapa F12 da
fermentacao demonstra seu potencial para ser utilizada como in6culo iniciador na
condugao do processo fermentativo para a producdo de cachaga. Gomes et al.
(2007) testando linhagens de S. cerevisiae como iniciadoras para a produgao de
cachaca e comparando os dados obtidos com a fermentagao espontanea verificaram
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também pela técnica de mtDNA-RFLP que nas dornas de fermentacdo onde foram
utilizadas leveduras selecionadas ocorreu a prevaléncia no processo fermentativo da
cepa utilizada. No presente trabalho foi observada a presenca da SC82 mesmo ao
final de 10 bateladas sequenciais com caldo ndo estéril, ou seja, condicido
semelhantes aquelas utilizadas em alambiques produtores de cachaca

Pesquisas cientificas envolvendo a utilizacdo de técnicas moleculares que
identifiquem a presenga de leveduras S. cerevisiae iniciadoras em um processo
fermentativo representam um importante avanco tecnoldgico para os produtores de
cachaca na busca da melhoria e da padronizagdo da qualidade da bebida produzida.

A verificacdo da prevaléncia da cepa inoculada das restantes da microbiota
natural presente no processo de fermentacdo espontanea torna-se uma importante
ferramenta tecnolégica para os produtores de cachaga para a confirmacdo da
influéncia de in6culos iniciadores na melhoria da qualidade quimica e sensorial da
bebida produzida, bem como dos parametros fermentativos (rendimento, eficiéncia e
produtividade) alcancados por cepas de S. cerevisiae utilizadas como culturas
iniciadoras que obtiveram bons resultados fermentativos, quimicos e sensoriais.

De acordo com Silva Filho (2003) para que se possa utilizar linhagens de S.
cerevisiae em processos fermentativos de producdo industrial de etanol,
caracteristicas como a capacidade fermentativa e o poder de dominancia na
fermentacdo devem ser pré-requisitos basicos no processo de selecdo dessas
linhagens, o que pode ser observado no presente trabalho para a levedura SC82

testada.

4.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS DOS INOCULOS
(SELECIONADO, COMERCIAL E SELVAGEM)

4.4.1 Avaliagdo da multiplicagdo e da fermentagéo dos indculos testados

Na comparagéo da levedura selecionada SC82 com os indculos comercial e
selvagem buscou-se comparar suas capacidades de fermentacao, bem como seus
rendimentos de etanol. Segundo Andrietta, Migliari e Andrietta (1999) o
conhecimento da cinética da fermentacao alcodlica é essencial para o entendimento

da dindmica de populacao de leveduras nas dornas de fermentacdo. Além disso,
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procurou-se evidenciar o melhor desempenho fermentativo obtido com a utilizacao
de leveduras selecionadas em relacdo a fermentacdo espontanea, que predomina
em muitos estabelecimentos produtores de cachaca, a qual é conduzida por
leveduras selvagens que acompanham a cana desde o canavial, juntamente com a
microbiota dos equipamentos e utensilios utilizados no processo produtivo da bebida
(Santos, 2013).

A utilizacdo do inéculo comercial deve-se ao fato que alguns produtores de
cachaca ainda utilizam este tipo de in6culo para iniciar a fermentacéo. O que nao é
recomendado ja que o citado in6culo foi selecionado para a fermentacdo de massas
alimenticias (Pereira, Rosa e Faria, 2006).

A fase de multiplicacdo dos inéculos testados durou aproximadamente nove
dias, onde as etapas P1 até P4, que foram as fases mais controladas em termos de
temperatura, de agitacao e realizadas com condi¢cdes estéreis. Por sua vez, as
etapas P5 até P10 duraram mais cinco dias e foram realizadas em condigbes néao
controladas em termos de agitagao e de tempertura e com a utilizacao de caldo de
cana nao estéril, com o objetivo de verificar o desenvolvimento e estabelecimento da
levedura nessas condigdes usualmente utilizadas por produtores de cachaca.

De acordo com Martins (2013) a capacidade das leveduras em desenvolver
respostas rapidas é importante para que as mesmas possam sobreviver a mudancas
em seu ambiente em decorréncia de fatores como temperatura, pH, niveis de
nutrientes, disponibilidade de agua e outros, que muitas vezes geram estresses e
podem comprometer suas fungdes celulares normais.

No teste de comparacdo das fermentacdes verificou-se que apenas a
levedura selecionada SC82 e o indculo comercial foram capazes de zerar a
concentragdo de agucar inicial do caldo de cana de 15°Brix adicionado em P10,
etapa onde o caldo de cana ja possui o teor de Brix ideal para a fermentacao apds
16h (Figura 10).
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Figura 10 — Fermentagdes em dornas de acgo inox mostrando o teor de agucar zerado da etapa

P10 da levedura selecionada SC82 (A) e do inéculo comercial (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O inéculo selvagem nao conseguiu zerar o teor de agucar da etapa P10 apés
24 h de inoculagao (Figura 11), atingindo o valor de 2,5°Brix.

Figura 11 — Fermentacéo do in6culo selvagem apos 24 h de inoculagdo na etapa P10.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O indculo selvagem foi entdo mantido por mais dois dias na etapa P10 para
avaliar a continuidade da fermentagao, o que nao foi observado, sendo descartardo
(Figura 12).
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Figura 12 — Fermentacao do in6culo selvagem ap6s 48h do término da etapa P10.
f N\

Fonte: Elaborado pelo autor.

O baixo desempenho alcancado na etapa de multiplicagdo pelo inéculo
selvagem pode ser devido a diversidade de micro-organismos envolvidos no
processo de multiplicacdo para a realizacdo da fermentacdo espontanea
(BARBOSA, 2013), onde pode ter ocorrido o predominio, ao longa das etapas de
multiplicacdo P1 a P10, de diferentes espécies e linhagens de leveduras, bem como
de bactérias que podem ter interferido na condugdo da fermentagdo alcodlica,
desviando para outros tipos de fermentacées (CARDOSO, 2006).

De acordo com Alcarde, Monteiro e Belluco (2012), a utilizacao de in6culos
selvagens proporciona fermentagbes totalmente aleatorias, pois depende da
quantidade e da qualidade dos micro-organismos presentes no caldo de cana. Silva-
Filho (2003) comenta que contaminagbes da fermentacdo por leveduras nativas de
baixa capacidade fermentativa, pertencentes ou ndo a espécie S. cerevisiae, podem
trazer consideraveis prejuizos por retardarem o tempo de fermentagéo, provocando
expressivas quedas de rendimento na produgdo de etanol e quase sempre levando
ao descarte total do fermento uma ou mais vezes no mesmo periodo de safra.

Apos terem conseguido zerar o Brix da etapa P10, a levedura selecionada
SC82 e o indculo comercial foram utilizados para dar inicio ao processo de avaliagao
do rendimento, da eficiéncia e da produtividade da fermentagao realizada por esses
in6culos. Na Tabela 12 estao descritos os tempos fermentativos dos citados indculos
durante as trés bateladas de fermentagdes realizadas, utilizando-se caldo de cana a
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15%Brix, aquecido a 30°C e sem suplementacao, para a avaliacao dos parametros
fermentativos.

Os tempos fermentativos da primeira, da segunda e da terceira fermentacao
realizadas (Tabela 12), duraram, respectivamente, 16 h, 16 h e 12 h para a levedura
selecionada SC82, e 24 h, 22 h e 18 h, respectivamente, para o in6culo comercial.

Tabela 12 — Tempos de fermentagéo da levedura selecionada SC82 e do inéculo comercial durante
trés bateladas de fermentacdes realizadas utilizando-se caldo de cana a 15°Brix, aquecido a 30°C e

sem suplementacgéo.

TEMPO PARA FERMENTAR (h)

. TEMPO
INOCULOS Primeira Segunda Terceira ,
MEDIO (h)
fermentacao Fermentacao fermentacao
Cepa SC82 16 16 12 14
Comercial 24 22 18 21

Fonte: Elaborado pelo autor.

Verifica-se na Tabela 12 que a levedura selecionada SC82 nas trés bateladas
de fermentacoes realizadas apresentou em cada fermentacdo sempre um tempo
menor para fermentar do que o in6culo comercial. Isso demonstra uma das
vantagens da levedura selecionada em relacdo a velocidade de fermentacéo para a
producdo de cachaca. Segundo Barbosa (2013), a utilizacdo de leveduras
selecionadas na producdo de cachaca apresenta vantagens, como permite
minimizar as contaminacodes indesejaveis, reduz o tempo de fermentacao, aumenta
a produtividade do processo e melhora a padronizacdo da qualidade quimica e

sensorial da bebida.

4.4.2 Calculos dos parametros fermentativos

Foram determinados os valores dos parametros fermentativos em relacédo ao
rendimento, a eficiéncia e a produtividade das trés bateladas de fermentacdes
conduzidas pela cepa SC82 e pelo inéculo comercial. Assim, na Tabela 13 estao
descritos os valores obtidos dos acgucares totais consumidos, do etanol produzido,
do rendimento, da eficiéncia e da produtividade alcancados nas trés bateladas de
fermentacoes realizadas pela cepa SC82 e pelo indculo comercial para a avaliacao
de seus desempenhos fermentativos.
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Tabela 13 — Acucares totais consumidos, produgéo de etanol, rendimento, eficiéncia e produtividade

nas trés bateladas fermentativas para a cepa SC82 e para o inéculo comercial.

Primeira Segunda Terceira
Parametros Fermentacao Fermentacao Fermentacao
Fermentativos Cepa In6culo Cepa In6culo Cepa Inéculo
SC82 Comercial SC82 Comercial SC82 Comercial
Aclcares
consumidos  5593b  5673b  5871ab  6202a 5873ab 60,67 ab
@L")
Etano('gplr_‘.ﬂ‘;'uz'do 26,11ab  19,17b  28,01ab 28,41ab 2819ab 29,782
Eta?g'iﬁ‘;”co 2858b  2898b  30,00ab  31,69a  30,01ab 31,00 ab
Re”‘:o'/rsemo 46,68ab  33,79b  4771a 4581ab  48,00a  49,09a
Ef"z'ozr)‘c'a 91,36ab  66,15b  93,37ab 89,65ab 93,94ab 96,06 a
Pr‘EngtL"é')‘ﬂ?de 1,63abc 0,80 ¢ 1,75ab  1,29bc  2,35a 1,65 abc

Linhas que apresentam valores seguidos da mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, ao nivel de probabilidade de 5%. Fonte: Elaborado pelo autor.

Verifica-se na Tabela 13 que na primeira fermentacgao realizada, para 55,93 g
L' de aglcares totais consumidos, a cepa SC82 alcancou ao final de 16 h de
fermentacdo um rendimento de 46,68 % e uma eficiéncia fermentativa de 91,36 %.
Por sua vez, o inéculo comercial, partindo-se de um total de 56,73 g L de agucares
consumidos, obteve no final de 24 h de fermentacdo um rendimento de 33,79 % e
uma eficiéncia de 66,15 %. Assim, na primeira batelada a levedura SC82 apresentou
melhor rendimento e eficiéncia fermentativa.

Na segunda fermentacdo realizada partindo-se de um valor de 58,71 g L de
acucares totais consumidos, a cepa SC82 alcancou ao final de 16 h de fermentacao
um rendimento de 47,71 % e uma eficiéncia fermentativa de 93,37 %. Ja o in6culo
comercial partindo-se de um total de 62,02 g L™ de agticares consumidos, obteve no
final de 22 h de fermentacdo um rendimento de 45,81 % e uma eficiéncia de 89,65
%. Observa-se assim, que ambos os inéculos apresentaram uma melhora no
rendimento e na eficiéncia fermentativa na segunda batelada de fermentacao em
relagdo a primeira batelada, tendo novamente a cepa SC82 apresentado os
melhores resultados.

Ja na terceira fermentacao realizada constata-se na Tabela 13 que partindo-
se de um valor de 58,73 g L de acucares totais consumidos, a cepa SC82 alcancou
ao final de 12 h de fermentacdo um rendimento de 48,00 % e uma eficiéncia
fermentativa de 93,94 %. Por sua vez o inéculo comercial a partir de um total de
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60,67 g L de aglcares consumidos, obteve no final de 18 h de fermentagdo um
rendimento de 49,09 % e uma eficiéncia de 96,06 %.

Verifica-se com isso que novamente ambos 0s in6culos apresentaram uma
melhora no rendimento e na eficiéncia fermentativa ao iniciar mais uma batelada
(terceira) de fermentacao, onde a cepa SC82 conseguiu mais uma vez terminar a
batelada da fermentagdo em menos tempo e com bons resultados em relagdo ao
inéculo comercial.

A partir desses resultados do rendimento e da eficiéncia fermentativa obtidos
ao final das trés bateladas de fermentacdes realizadas verificou-se que rendimento
médio (47,46 %) das trés fermentag¢des alcancado pela cepa SC82 foi maior que o
valor médio obtido (42,90 %) pelo indculo comercial. Esse maior rendimento médio
alcangado pela cepa SC82 indica que esta linhagem selecionada de S. cerevisiae
apresentou uma maior quantidade de alcool produzido por acucares totais
consumidos ao longo das trés bateladas de fermentacées executadas do que o
inéculo comercial.

Ja com relacao a eficiéncia fermentativa, constatou-se que a eficiéncia média
obtida ao final das trés bateladas de fermentacdes realizadas pela cepa SC82 (92,89
%) foi maior que o valor médio alcancado pelo indculo comercial (83,95 %). Tal fato
indica que a cepa SC82 executou uma melhor conversdo dos aguUcares totais
consumidos em etanol nas trés bateladas de fermentagdes do que o indculo
comercial.

O termo produtividade refere-se a velocidade de producédo de etanol ao final
da fermentagdo (MAIA e CAMPELO, 2005). Observa-se na Tabela 13 que a
produtividade obtida pela cepa SC82 no final da primeira, da segunda e da terceira
bateladas de fermentacdo alcancaram valores, respectivamente, de 1,63; 1,75 e
2,35 g (Lh)". Valores esses maiores do que a produtividade de 0,80; 1,29 e 1,65 g
(Lh)" obtidas, respectivamente, pelo inéculo comercial no final da primeira, da
segunda e da terceira bateladas. Alencar et al. (2009) verificando a capacidade
fermentativa de culturas de S. cerevisiae encontraram valores de produtividade
variando de 1,12 a 3,15 g (Lh)™" para 12 h e valores entre 1,64 e 2,03 g (Lh)™ para
24 h de fermentacéo.

Segundo Maia e Campelo (2005) quanto menor for o tempo requerido para
zerar o Brix, maior sera a produtividade da fermentacdo. Diante disso, os valores
superiores da produtividade obtidos pela cepa SC82 em relagdo ao indculo
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comercial deve-se as trés bateladas de fermentagGes realizadas que duraram um
tempo médio de 14 h. Por sua vez, as trés bateladas de fermentagdes realizadas
pelo in6culo comercial duraram um tempo médio de 21 h (Tabela 12).

O menor tempo fermentativo alcangado nas trés bateladas de fermentacoes
pela cepa SC82 evidencia uma melhor adaptagdo ao processo, bem como uma
rapida velocidade de producdo de etanol obtida pela citada cepa em relagdo ao
in6culo comercial. Paschoalini e Alcarde (2009) comentam que uma elevada
velocidade de fermentacao é importante, pois aumenta a eficiéncia de transformacéao
de acucar em alcool, otimizando o processo, diminuindo o tempo de fermentacéo e
reduzindo os riscos de infec¢ao por micro-organismos contaminantes.

O melhor desempenho fermentativo em termos de rendimento, de eficiéncia e
de produtividade da fermentacdo obtidos pela cepa SC82 demonstrou como a
linhagem selecionada de S. cerevisiae SC82, isolada do processo fermentativo de
producdo de cachacga alcangou melhores respostas fermentativas em relacao a
producédo de etanol e ao menor tempo de fermentacdo quando comparado com o
inéculo comercial.

O uso de cepas selecionadas de S. cerevisiae que contribuam para o
aumento do rendimento, da eficiéncia e da produtividade da fermentacao pode se
constituir em uma alternativa importante para a melhoria do desempenho do
processo fermentativo de producdo de cachaca, bem como para a obtencao de uma
bebida com boas qualidades quimicas e sensoriais. Oliveira (2005) comenta que a
busca de linhagens iniciadoras e a caracterizacado de leveduras que prevalecem no
processo de fermentacdo da cachaga poderdo permitir uma interferéncia bem
sucedida no processo fermentativo e para o estabelecimento de padrbes de
qualidade elevados para o produto final.

A melhor resposta fermentativa alcancado nesta pesquisa com a utilizacéo de
linhagem selecionada de S. cerevisiae durante o processo de fermentacdo para
avaliagdo de parametros fermentativos ao se utilizar inéculo selecionado, comercial
e selvagem, reforca a importancia da utilizacdo de leveduras selecionadas para a
melhoria do desempenho da fermentacéo. Soares, Silva e Schwan (2011) comentam
que o uso de cepas selecionadas de Saccharomyces cerevisiae no processo de
producdo de cachaca tem aumentado a produtividade e melhorado a qualidade da
bebida, pois essas linhagens selecionadas sdo competitivas e apresentam
caracteristicas tecnoldgicas mais desejaveis para a producao de cachaca.
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Diante disso, a pratica de alguns produtores de cachaca em utilizar in6culos
comerciais durante a fermentacdo deve ser evitada, uma vez que, além de serem
indculos selecionados para atender aos propésitos da fermentacdo de massas
alimenticias (PEREIRA, ROSA e FARIA, 2006), apresentaram parametros
fermentativos inferiores aos obtidos com o uso do inéculo selecionado (SC82).

Assim, o uso de linhagens selecionadas de S. cerevisiae isoladas do
processo de fermentagdo espontanea para a producdo de cachaca, possibilita a
realizacdo de fermentagcdes com uma menor contaminagao, regulares (com tempos
de duracado similares), rapidas (menor tempo e maior produtividade) e de maior
rendimento (alta conversdo de acucar para alcool). Além de permitir uma melhor
padronizacdo da qualidade quimica e sensorial da bebida produzida (CARDOSO,
2006).

4.5 CONSIDERACOES TECNICAS SOBRE A PRODUGCAO DE CACHACA
UTILIZANDO LEVEDURA SELECIONADA

As etapas de multiplicacao para a producao de cachaca em laboratério e em
escala de alambique, bem como as etapas de fermentacdo em escala piloto
realizadas nesta pesquisa podem servir como um procedimento a ser analisado e
utilizado como guia quando se pretende a propagacao de leveduras selecionadas
para a producdo de cachaca, visto que se verificou a facil aplicabilidade,
possibilidades de ajustes e de adaptacbes e a facil utilizacdo e a aplicagdo em
escala industrial.

A fase fermentativa apresenta etapas que sdo importantes e faceis de serem
utilizadas e aplicadas pelos produtores que nao dispdem de equipamentos
adequados quando pretendem realizar a propagacao de leveduras selecionadas.

Nesse sentido convém salientar que os produtores de cachaca que estdo
pensando em utilizar leveduras selecionadas para a producao de cachaca e que nao
dispdem de equipamentos e recursos que propiciem a multiplicacdo adequada das
leveduras, devem seguir algumas orientacdes técnicas importantes para o
procedimento da multiplicacdo como escolher um local para multiplicagdo das
leveduras que possua uma temperatura ambiente acima de 25°C; comecar a

propagag¢dao com um volume inicial de inéculo maior para diminuir as chances de
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contaminacgdes; adicionar inicialmente caldo de cana a 5°Brix pasteurizado no
mesmo volume que foi adicionado de inéculo na dorna; ir aumentando aos poucos
os teores de Brix e volumes de caldos adicionados na dorna; apds a adicdo do
primeiro volume de caldo de cana pasteurizado, antes de colocar os demais volumes
sempre aquecer o caldo a 32°C; manter sempre a higiene pessoal e na produgédo em
todas as etapas do processo produtivo da cachaca; e buscar alternativas que
facilitem a aeracdo como fazer o arejamento do mosto a cada adigcdo de caldo,
agitando-o por cinco minutos com uma escumadeira, por exemplo, ou outros meios
que permitam a agitacdo do mosto, bem como dispor de uma dorna para
multiplicagdo de leveduras que possua um diametro maior que a altura para facilitar
a aeracao.

Uma vez percebendo que o in6culo estd executando seu metabolismo
oxidativo de forma adequada e intensa através da observacdo de movimentacao
regular do mosto, aroma agradavel e agitacdo que pode ser ouvida pode-se
adicionar caldo de cana direto, sem aquecimento, desde que ele nédo esteja frio (>
25°C), ja que a levedura esta executando sua multiplicacdo de forma satisfatéria.

Os produtores que tiverem como manter o sistema de aquecimento e agitacdo
durante toda a etapa de multiplicacdo das leveduras melhor sera para o aumento da
biomassa celular. Outro detalhe é que para a pasteurizacao (aquecer até 70°C/15s)
e/ou para o aquecimento (até 32°C) do caldo de cana que sera adicionado na dorna,
os produtores de cachaca podem utilizar equipamentos e utensilios de uso
doméstico de grandes volumes, como panelas e/ou tachos grandes e fogéao
industrial, bem como de forma mais eficiente usar vapor da caldeira.

A utilizacdo do procedimento de multiplicagdo das leveduras e de
fermentacao do caldo de cana bem como todas as considerag¢des técnicas feitas
neste projeto de pesquisa devem ser levada em consideracao pelos produtores e
pesquisadores quanto a sua utilizacdo como um guia de consulta para a propagacao
de leveduras selecionadas para a producdo de cachaga, visto que na literatura
cientifica encontram-se apenas abordagens tedricas do que deve ser seguido e feito
para a multiplicagdo de leveduras como a dilui¢do do Brix, aumentos sucessivos dos
teores de Brix, realizar aeracdo, controle de temperatura, entre outros.

Nada que possa ser visto de forma pratica e esclarecedora através de
procedimentos claros e que mostrem realmente como tudo foi realizado e deve ser

feito, permitindo assim o avanco tecnolégico, novas descobertas e o aprimoramento
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de técnicas e tecnologias para a producdo de cachaca através de leveduras
selecionadas, além de permitir a implementacdo e a transferéncias de
conhecimentos técnicos e cientificos da area académica com grandes possibilidades
de serem utilizados por pequenos, médios e grandes produtores na busca de
aperfeicoar a sua tecnologia de producéo.

Estudos devem ser conduzidos com relagdo a influéncia de determinadas
concentracdes, mesmo baixas, de contaminantes organicos e inorganicos, e de
alguns componentes secundarios que podem estar presentes na composicao
qguimicas de cachagas, visando a um maior esclarecimento e entendimento dos seus
mecanismos de formagéao, influencia sensorial e quimica na qualidade da bebida e
formas de prevencao da contaminacgao.

Um maior conhecimento técnico-cientifico dos componentes quimicos
presentes na cachaca e a divulgagcédo desses possibilitam ao produtor a melhoria na
qualidade da bebida e permitem também uma maior protecdo a saude dos

consumidores
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa sobre a utilizacao de leveduras
selecionadas para a producdo de cachaca e posterior avaliacdo da qualidade
quimica das bebidas produzidas pode ser concluido que:

>» A utilizacdo do procedimento de multiplicacdo e de fermentacdo das
leveduras selecionadas em escala piloto utilizado nesta pesquisa pode servir como
um procedimento a ser analisado e utilizado como guia de consulta para propagacao
de leveduras selecionadas para a producao de cachaca de alambique.

» O bom desempenho alcancado nas etapas de multiplicagdo (aroma
agradavel e reducdes pela metade dos teores de Brix em até 24 h) e de fermentacao
(aroma agradavel e tempo para fermentar menor ou igual a 24 h) em escala piloto e
em escala de alambique pela cepa S. cerevisia SC82, indicam a possibilidade desta
ser uma cepa com potencial de cultura iniciadora do processo fermentativo para a
producéo de cachaca.

» Estudos da melhoria da fase de multiplicacdo com as leveduras que nao
apresentaram uma boa resposta fermentativa neste trabalho como o uso da aeracéo
e controle da temperatura até o final da propagacao podem mostrar um potencial
nao evidenciado nas condicdes utilizadas no presente trabalho.

» Através da técnica de mtDNA-RFLP verificou-se a semelhancga dos perfis
moleculares das amostras de leveduras (L1 a L13), isoladas da ultima batelada da
fermentacao (etapa F12), com o perfil molecular da cepa S. cerevisiae SC82, que
demonstra a predominancia desta cepa no mosto e seu potencial para ser utilizada
como indculo iniciador na conducdo do processo fermentativo para a producdo de
cachaga.

» A S. cerevisiae cepa SC82 apresentou o melhor desempenho nas
fermentacbes testadas, mostrando um menor tempo de fermentagéo (média de 14 h)
e um maior rendimento (48%), uma maior eficiéncia (93,94 %) e uma produtividade
(2,35 g/Lh) superior ao final da terceira batelada de fermentagdo realizada em
relagéo ao indculo comercial e ao inéculo selvagem.

» Na avaliacdo dos compostos quimicos das cachacas produzidas pela cepa
S. cerevisiae SC82 apenas o teor de alcoois superiores estavam acima do limite
permitido pela legislacdo vigente.
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ANEXO 1. Localizagdo do municipio e da regido da destilaria onde foram coletadas

as leveduras, fase da fermentacdo de onde foram isoladas as leveduras, atividade

killer dos isolados e a tolerancia dos isolados de leveduras a concentracdo de 50%

de glicose, a concentracao de 15% de etanol e a temperatura de 35°C.

Fase da . . L
L. 5 . Tolerancia a Tolerancia Tolerancia a
Leveduras Municipio » fermentacao Atividade
Regiao . . 50% de a 15% de temperatura
Testadas (BA) onde foi Killer 5
. glicose etanol de 35°C
isolada
SC52 Ibiratai Mata Final N3 N3
irataia inal ao ao 5 3
Atlantica Nao Nao
SC60 Jaguaripe Mata Inicial 5 Nao Sim Nao
uaTPe pttantica Nao
SC82 Jaguaripe Mata Final = Sim Sim Sim
Y 5 Atlantica —
SCo1 Jaguaripe Mata Inicial 5 5 5 5
guarips Atlantica Nao Nao Nao Nao
SC102 Jaguaripe Mata Intermediaria N&o N&o N&o N&o
Atléntica
SC114 llhéus Mata Inicial 5 5 5 5
Atlantica Nao Nao Nao Nao
SC129 Ilhéus Mat_a Final Nio Nio Nio Nio
Atlantica
SC138 llhéus Mata Final 5 5 5 5
Atlantica Nao Nao Nao Nao
SC174 Condeuba  Caatinga Intermediéria Nzo Sim Sim Sim
SC177 Condelba  Gaatinga Intermediéria Nio Nio Nio Nio
SC179 Condetba  Caatinga Intermediéria Nio Nao Sim Nao
SC184 Condelba  Gaatinga Final Nzo Nio Sim Sim
SC219 Caculé Caatinga Inicial Nio Nio Sim Nio
SC220 Caculé Caatinga Inicial Nao Nao Nao Nao
SC225 Caculé Caatinga Intermediéria Nio Nio Sim Nio
SC229 Caculé Caatinga Intermediéria Nio Nio Sim Nio

Fonte: Oliveira, 2009; Silva, 2009; Pinheiro, 2012.
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ANEXO 2. Resultado da analise quimica realizada pelo LABTOX do ITEP da CPEP
pela cepa SC82.

RELATORIO DE ENSAIO N© 89050

%

Institute de Tecnologia
de Pernambuco

RELATORIO DE ENSAIO N°© 89050

Recife, 29 de outubro de 2013

NATUREZA DO TRABALHO:Andlise dos padrdes de identidade e qualidade de cachaca.
MATERIAL: 01 amostra de cachaca, ref. C - 16/10/13, colhida e remetida pelo cliente.
CLIENTE: Ana Paula Trovatti Uetanabaro

ENDERECO: Rodovia Jorge Amado, Km 16 Salobrinho Ilhéus- BA, 45.662-90

Recebimento amostra: 16/10/2013 Inicio/término da andlise : 17 - 23/10/2013

RESULTADO
. Valor Valor maximo Valor méaximo

Analises encontrado permitido(s) permitido(é)
JAcroleina, em mg/100mL de dlcool anidro <0,85 5 5
JAlcool metilico, em mg/100mL de dlcool anidro 1,9 20 20
JAlcool n-butilico, em mg/100mL de &lcool anidro 0,4 3 3
JAlcool séc-butilico, em mg/100mL de dlcool anidro <0,04 10 10
JArsénio,em ug/L <8 100 100
Carbamato de Etila, em pg/L <50 150 150
Chumibo, em ug/L <10 200 200
Cobre, em mg/L 3,1 5 5
Esteres totais, expressos em acetato de etila, em
mg/100mL de dlcool anidro 25,5 200 200
Furfural, em mg/100mL de alcool anidro <0,99 5 5
Soma dos &lcoois isobutilicos, isoamilicos e n-propilico,
e mg/100mL de dlcool anidro 391 360 360
[Teor alcodlico real, em % v/v a 20° C 45 38 a 54** 38 a 48*

* Valor de graduacdo alcodlica para cachaca / **Valor de graduagdo alcodlica para aguardente de cana

Obs:

1- Método utilizado: POP TC 020 e IT 006 (Documentos do Sistema da Qualidade da LABTOX)
2- Referénciais Bibliograficos: MAPA/SDA/CGAL - Manual da Andlises de Bebidas e Vinagres.
3- Acreditagdo: INMETRO (CRL 0153)

4- Signatdrio do acordo de reconhecimento mutuo para atividade de acreditagdo de organismo de certificagdo de produtos e de sietemas de gestdo da
qualidade e ambiental.

5- D.0.U. - Segdo 1- Edigdo NUmero 124 de 30/06/2005: MAPA, Instrugdo Normativa n®13 de 29/06/2005
6- D.0.U. - Segdo 1- Edigdo NUmero 184 de 25/09/2009: INMETRO, Portaria n°276 de 24/09/2009

RESULTADO
. . . Valor Valor méximo Valor maximo

Anélises ndo acreditadas pelo INMETRO encontrado permitido(s) permitido(s)
Acu:!ez volat{l, expressa em &cido acético, em mg/100mL] 9,9 150 100
[de dlcool anidro
JAcucares em g/L de sacarose <1,0 30 30
Alc_leldos totais, em acetaldeido, em mg/100mL de alcool 13,5 30 30
anidro
§oma dog Componentes secundérios, em mg/100mL de 440 650 650
Jglcool anidro

e Ny
\V,;J(‘ i

Eden Cavalcanti de Albuquerque Junior
Supervisor de Programas - CREA-PE - 180460953-6

LABTOXR2884/2013
OS No  3352/2013
NOTA IMPORTANTE: Os resultados deste ensaic/andlise tdm significagdo restrita e se aplicam tdo somente a(s) amostra(s) coletada(s) pelo
cliente. O relatério de ensaio s6 pode ser reproduzido por completo.

INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE PERNAMBUCO - ITEP

LABORATORIO DE ANALISES RE RESIDUOS DE AGROTOXICOS f. DE BEBIDAS ALCOOLICAS - LABTOX
Av. professor Luiz Freire, 700 - Cidade Universitaria - Recife - PE CEP: 50.740-540
PABX: 81 3183.4399 FAX: 81 3183.4313 www.itep.br e-mail: itep@itep.br




118

ANEXO 3. Resultado da analise quimica realizada pelo LABTOX do ITEP da CPEA
pela cepa SC82.

RELATORIO DE ENSAIO N© 89054

RELATORIO DE ENSAIO N° 89054 ’\'

Institute de Tecnologia
de Pernambuco

Recife, 29 de outubro de 2013

NATUREZA DO TRABALHO:Anélise dos padrées de identidade e qualidade de cachaca.
MATERIAL: 01 amostra de cachaca, ref. S - 16/10/13, colhida e remetida pelo cliente.
CLIENTE: Ana Paula Trovatti Uetanabaro

ENDERECO: Rodovia Jorge Amado, Km 16 Salobrinho Ilhéus- BA, 45.662-90

Recebimento amostra: 16/10/2013 Inicio/término da analise : 17 - 23/10/2013
RESULTADO
- Valor Valor méaximo Valor maximo
Analises encontrado permitido(s) permitido(6)
JAcroleina, em mg/100mL de &lcool anidro <0,73 5 5
JAlcool metilico, em mg/100mL de 3lcool anidro 2,6 20 20
JAlcool n-butilico, em mg/100mL de dlcool anidro 0,4 3 3
JAlcool séc-butilico, em mg/100mL de alcool anidro <0,04 10 10
JArsénio,em ug/L <8 100 100
[Carbamato de Etila, em pg/L <50 150 150
jChumbo, em ug/L <10 200 200
Cobre, em mg/L 2,4 5 5
Esteres totais, expressos em acetato de etila, em
mg/100mL de dlcool anidro 20 200 200
Furfural, em mg/100mL de dlcool anidro <0,84 5 5
Soma dos alcoois isobutilicos, isoamilicos e n-propilico,
lem mg/100mL de alcool anidro 472 360 360
[Teor alcodlico real, em % v/v a 20° C 52 38 a 54** 38 a 48*

* Valor de graduacdo alcodlica para cachaga / **Valor de graduacdo alcodlica para aguardente de cana

Obs:

1- Método utilizado: POP TC 020 e IT 006 (Documentos do Sistema da Qualidade da LABTOX)
2- Referénciais Bibliogréficos: MAPA/SDA/CGAL - Manual da Andlises de Bebidas e Vinagres.
3- Acreditagdo: INMETRO (CRL 0153)

4- Signatario do acordo de reconhecimento mutuo para atividade de acreditacdo de organismo de certificagdo de produtos e de sietemas de gestdo da
qualidade e ambiental.

5- D.0.U. - Secdo 1- Edicdo Numero 124 de 30/06/2005: MAPA, Instrucdo Normativa n°13 de 29/06/2005
6- D.0.U. - Segdo 1- Edigdo Nimero 184 de 25/09/2009: INMETRO, Portaria n°276 de 24/09/2009

RESULTADO
Analises ndo acreditadas pelo INMETRO valor valor maximo valor maximo
encontrado permitido(s) permitido(s)

IAcidez voldtil, expressa em acido acético, em mg/100mL
de dlcool anidro 20,9 150 100
[Acucares em g/L de sacarose <1,0 30 30
Alc_leldos totais, em acetaldeido, em mg/100mL de alcool 6,1 30 30
lanidro
§oma dqs Componentes secundarios, em mg/100mL de 519 650 650
alcool anidro

Eden Cavalcanti de Albuquerque Junior
Supervisor de Programas - CREA-PE - 180460953-6

LABTOXR2888/2013
0OS N°  3352/2013
NOTA IMPORTANTE: Os resultados deste ensaio/andlise tém significagdo restrita e se aplicam tdo somente a(s) amostra(s) coletada(s) pelo
cliente. O relatério de ensaio s6 pode ser reproduzido por completo.
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