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EFEITO DE INSETICIDAS NA QUALIDADE DA CANA-DE-ACUCAR E
MICROBIOTA DA FERMENTACAO ETANOLICA SOB INFESTACAO DE

Sphenophorus levis

RESUMO - As medidas de controle utilizadas no controle de Sphenophorus levis
ainda sao consideradas insuficientes e alguns dos inseticidas utilizados tem
demonstrado efeito fisiolégico na cana. Os objetivos desta pesquisa foram avaliar
em condi¢cdes de campo, a eficiéncia de inseticidas (imidaclorpide, etiprole, a-
cipermetrina, tiametoxam+A-cialotrina e mistura dos fungos entomopatogénicos
Beauveria bassiana+Metarhizium anisopliae) no controle de adultos do S. levis e
os efeitos dos inseticidas sobre a qualidade da matéria-prima sadia, analisando-se
parametros convencionais (Brix, Pureza, Pol, ART, AR, ATR e Fibra) e néo-
convencionais (acidez total e volatil, compostos fendlicos e nutrientes) e a
microbiota presente durante a fermentagao etandlica. Nao foi observada eficiéncia
dos inseticidas no controle de adultos de Sphenophorus levis. O inseticida
tiametoxam+A-cialotrina provocou atraso na maturagdo da cana-de-agucar,
indicada através dos resultados obtidos para os parametros convencionais (Pol,
Pureza, ART, AR e ATR), ndo-convencionais (acidez total e teores de nutrientes),
e microbioldgicos (numero de micro-organismos totais, fungos e leveduras no
mosto). Os micro-organismos contaminantes nao afetaram as leveduras durante a
fermentacdo etandlica. A aplicacdo do inseticida etiprole na cana-de-agucar
resultou em melhor qualidade da matéria-prima e menor impacto sobre a

viabilidade dos brotos durante a fermentacao etandlica.

Palavras-chave: bicudo-da-cana, matéria-prima, contaminantes da fermentacao.
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EFFECT OF INSECTICIDES ON SUGARCANE QUALITY AND
MICRORGANISMS OF ETHANOLIC FERMENTATION UNDER
Sphenophorus levis ATTACK

SUMMARY - The control measures used to Sphenophorus levis are not still
enought and moreover, some of the insecticides have demonstrated physiological
effect on sugarcane. The objectives of this research were evaluate the insecticides
effect (imidacloprid, ethiprole, a-cypermethrin and thiamethoxam+A-cyhalotrin and
mixing of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana + Metarhizium
anisopliae) on S. levis adults under field conditions and the insecticides effects
upon sugarcane quality, analyzing conventional parameters (Brix, Purity, Pol, ART,
AR, ATR and fiber) and non-conventional (total and volatile acidity, phenolic
compounds and nutrients), and microbiota during ethanolic fermentation. The
insecticides were not efficient to control adults of Sphenophorus levis. The
insecticide thiamethoxam + A-cyhalothrin caused delay in sugarcane crop maturity,
as shown by the results obtained for the conventional parameters (Pol, Purity,
ART, AR and ATR), non-conventional (and total acidity levels nutrients) and
microbiological (number of total microrganisms, fungi and yeast in wort). The
microbial contaminants found in sugarcane juice did not interfere upon the yeast
dynamic during ethanolic fermentation. The sugarcane treated with insecticide
etiprole showed higher results for the quality parameters and reduced negative

impacts on yeast bud viability present during ethanolic fermentation.

Keywords: sugarcane weevil, raw material, microbial contaminants.



| INTRODUCAO

Em areas infestadas pelo bicudo-da-cana Sphenophorus levis (VAURIE, 1978)
ocorrem perdas de 50 a 60% dos perfilhos, resultando em prejuizos médios de 20 a 23 t
cana ha™ ano (ALMEIDA et al., 2011). Esta praga teve a ocorréncia confirmada em 126
municipios do Estado de Sao Paulo e devido ao rapido aumento de suas populagdes
nas areas infestadas, considera-se que as medidas de controle utilizadas até agora
sejam insuficientes (ARRIGONI, 2012).

Em pesquisas realizadas nos ultimos anos, DINARDO-MIRANDA & FRACASSO
(2010) utilizaram inseticidas quimicos e LEITE et al. (2012) quimicos+bioldégicos no
controle de S. levis.

A eficiéncia dos inseticidas tiametoxam, fipronil, imidaclopride e misturas com
nematdides entomopatogénicos na mortalidade de larvas e adultos de S. levis. foi
confirmada por TAVARES et al. (2009), em condicdes de laboratério.

DINARDO-MIRANDA & FRACASSO (2010) conduzindo estudos em area
infestada por S. levis, verificaram que a aplicacdo de imidaclopride, fipronil e
tiametoxam, no plantio da cana-de-acucar, incrementavam a produtividade da cultura
sem reduzir significativamente a praga.

Posteriormente LEITE et al. (2012) observaram que a aplicacao dos inseticidas
tiametoxam, fipronil, imidaclopride e misturas com nematoides entomopatogénicos, na
cana-de-agucar, resultou em menor numero de plantas danificadas por S. levis, e gerou
incrementos de producdo, mas nao relataram sobre a reducdo das populagdes do
inseto.

Inseticidas sdo estudados quanto a sua eficiéncia no controle de pragas, mas
podem provocar efeitos fisiolégicos capazes de influenciar o desenvolvimento de
culturas e que nao tém sido devidamente avaliados por serem pouco conhecidos
(PEREIRA, 2010). Alguns inseticidas sao capazes de provocar alteracoes fisioldgicas e
morfologicas nas plantas (CASTRO, 2006).

O tiametoxam vem proporcionando aumento de produgéo da cana-de-agucar nao

s6 pela diminuicdo dos danos causados por insetos, mas também, pelo efeito fisioldgico



nas plantas, como observado por Soares (2006), PEREIRA et al. (2010a), PEREIRA et
al. (2010b), PEREIRA (2010) e LEITE et al. (2012).

MADALENO (2006) observou aumento da acidez total (parametro de qualidade)
da cana nas parcelas tratadas tardiamente com tiametoxam, indicando que o inseticida
pode ter alterado o pico de maturagdo e prolongado a fase de crescimento da cana,
favorecendo a qualidade da matéria-prima.

Existem poucos estudos na literatura que contemplam o efeito fisiolégico de
tiametoxam e outros inseticidas sobre a qualidade da matéria-prima.

SILVA (2003) considera que a qualidade da matéria-prima, é um fator de extrema
importancia, visto que o processamento de material de baixa qualidade, afeta, por
exemplo, o desempenho das leveduras durante a fermentagdo etandlica, levando a
diminuigao no teor alcodlico dos vinhos (RAVANELI, 2010).

Na presente pesquisa a aplicagdo dos inseticidas foi realizada em meados de
fevereiro, em canavial de 8,5 meses de idade, infestado por adulios S. levis e
cigarrinha-das-raizes. Através de uma Unica aplicacdo, apos o levantamento da
populacao de adultos por meio de iscas, avaliou-se o controle de adultos a fim de evitar
novas re-infestacdes da praga e ao mesmo tempo, da cigarrinha-das-raizes, ja que o
pico populacional deste inseto coincide com o de adultos de S. levis.

Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar em condigdes de campo, a
eficiéncia de inseticidas (imidaclorpide, etiprole, a-cipermetrina, tiametoxam+A-cialotrina
e mistura dos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana+Metarhizium anisopliae)
no controle de adultos do S. levis e os efeitos dos inseticidas sobre a qualidade da
matéria-prima sadia, analisando-se parametros convencionais (Brix, Pureza, Pol, ART,
AR, ATR e Fibra) e nao-convencionais (acidez total e volatil, compostos fendlicos e

nutrientes) e a microbiota presente durante a fermentacgao etandlica.



Il REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bicudo da cana-de-acucar (Sphenophorus levis)

O bicudo da cana-de-agucar é um besouro pertencente a familia Curculionidae e
foi encontrado pela primeira vez na regido de Piracicaba-SP em 1977 e descrito por
Vaurie em 1978 (DEGASPARI et al., 1987). Sua ocorréncia era restrita a essa regiao
até a década de 90, mas ja é encontrado em outros locais, como Minas Gerais, Parana
e Mato Grosso do Sul (ALMEIDA et al., 2011). A disseminacédo desse besouro pode ter
ocorrido pelo transporte de mudas, visto que o inseto voa pouco, apresentando baixa
capacidade de dispersdao (DEGASPARI et al., 1987).

Os adultos de S. levis apresentam coloragdo castanho-escuro com manchas
pretas no dorso, listras longitudinais nos élitros e, geralmente, sdo encontrados abaixo
do nivel do solo (DEGASPARI et al.,, 1987). Alcancam entre 9 e 12 mm de
comprimento, sendo que a fémea é maior e apresenta, em condi¢cdes de laboratério,
maior longevidade que o macho (PRECETTI & ARRIGONI, 1990).

As larvas sdo apodas e apresentam coloragdo branca e por serem muito
sensiveis ao calor e a desidratacdo, possuem habitos subterraneos. O periodo médio
de desenvolvimento dura cerca de 50 dias (ALMEIDA et al., 2011).

As fémeas perfuram a base do colmo e dos perfilhos, abaixo do nivel do solo,
onde realizam a deposi¢cdo dos ovos, dando origem as larvas 7 a 12 dias ap6s a
postura, que escavam galerias no interior dos colmos deixando-os cheios de serragem
fina. Em consequéncia do ataque, ocorre amarelecimento das folhas e morte dos
perfilhos, resultando muitas vezes, em falha na rebrota das touceiras, onde é possivel
observar o aparecimento de plantas invasoras (DINARDO-MIRANDA, 2005).

Em experimentos conduzidos em telados, sobre quatro niveis populacionais de
S. levis, ARRIGONI (2000) determinou perdas de 0,55% a 2,08% na produgao agricola,
de 0,08% a 0,33% na TPH e de 1,63% a 13,34% na margem de contribuicdo no sistema
agroindustrial a cada 1% de colmos infestados pela praga.



Na cana-de-acucar ocorrem dois picos populacionais da praga na forma adulta: o
primeiro no periodo de fevereiro a marco e o segundo nos meses de outubro e
novembro. PEREZ (2009) em ensaio compreendido nos meses de outubro a novembro,
empregou iscas téxicas para avaliar a mortalidade de adultos S. levis no campo e
registrou uma média de 0,9 + 0,11 S. levis Isca™.

Para larvas, ocorrem também dois picos populacionais, sendo um nos meses de
maio e julho, e o outro no més de novembro (TERAN & PRECETTI, 1983). Portanto,
nos periodos de maio a novembro, especialmente nos trés primeiros meses, ocorrem 0s
maiores danos nas plantas de cana-de-agucar, ja que a fase larval é a que causa
maiores prejuizos na cultura (ALMEIDA, 2005).

Dentre as medidas utilizadas em seu controle, inclui-se a eliminagcdo mecéanica
das soqueiras, (PRECETTI & ARRIGONI, 1990), distribuicdo de iscas tratadas com
inseticidas quimicos (ALMEIDA, 2005) ou microbianos (BADILLA & ALVES, 1991),
utilizagado de nematéides entomopatogénicos (LEITE et al., 2012), entre outras, como
também a possibilidade de utilizar plantas geneticamente modificadas (POLANCZYK et
al., 2004).

O sistema de colheita mecanizada da cana pode contribuir para um progressivo
aumento das infestagdes desse besouro, em fungcdo da maior quantidade de palha que
é depositada na superficie do solo, servindo de abrigo para o besouro e dificultando seu
controle (DINARDO-MIRANDA, 2005).

2.2 Efeito de inseticidas na cana-de-acucar

Alguns inseticidas como tiametoxam e aldicarb sao capazes de provocar
alteragcbes na fisiologia e morfologia dos vegetais, e sdo classificados como
bioativadores, pois atuam na sintese e agdao de horménios, melhoram a nutricdo mineral
e geram aumento de produtividade (CASTRO, 2006).

PEREIRA et al. (2010a) observaram que a aplicagdo de tiametoxam nas
cultivares de cana RB867515 e SP80-1816, proporcionou aumento da massa seca das

raizes em até 3,7 vezes e também incrementos no diametro dos colmos.



PEREIRA et al. (2010b) verificaram que a aplicagcdo do inseticida tiametoxam
(Actara 250 WG) em canavial livre da cigarrina-das-raizes M. fimbriolata nao afetou a
qualidade tecnolégica da cana, independente da dosagem utilizada (100, 150 e 200 g
de ingrediente ativo ha’'), mas contribuiu para a produtividade de colmos,
demonstrando o efeito fisioldégico do inseticida na planta.

MADALENO (2006) observou o aumento da massa seca de alguns parametros
biométricos (folhas, bainhas e colmos) e da acidez total da cana, em decorréncia da
aplicacao tardia de tiametoxam indicando possivel efeito fisiologico deste inseticida.

PEREIRA (2010) ao realizar a aplicacdo foliar de tiametoxam na cana soca,
verificou aumento da &rea foliar, comprimento de raizes, didmetro do cilindro vascular e
namero de metaxilemas.

Em experimento de campo, LEITE et al. (2012) observaram que o controle
quimico de S. levis com tiametoxam (Actara 250 WG) e fipronil (Regente 800 WG)
geraram aumento na produgdo da cana em virtude do menor nimero de plantas
danificadas pelo inseto, entretanto quando experimentaram a dosagem de 800 g ha™
p.c (Actara 250 WG) notaram maior ganho de produgdo em relacdo aos demais
tratamentos, e consideraram que isso tenha ocorrido em funcao do efeito fisiolégico do
produto na cana, ja que o indice de dano deste tratamento ndo se diferenciou dos
demais, exceto pela testemunha.

DINARDO-MIRANDA et al. (2002), em ensaio avaliando a eficiéncia de
inseticidas no controle da cigarrinha-das-raizes e os reflexos sobre alguns parametros
tecnol6gicos, observaram diferencas de 2% na Pol e 6,3% na Pureza da cana tratada
com Aldicarbe 150G (12 kg ha™') em relacdo a nao tratada, ndo podendo avaliar o efeito
fisiolégico dos inseticidas pois havia interferéncia de pragas.

DINARDO-MIRANDA et al. (2006) observaram aumento da produtividade da
cana em decorréncia da reducao das populacbes de M. fimbriolata ocasionada pela
aplicacao dos inseticidas imidaclopride, aldicarb e tiametoxam, mas ndo observaram

influéncia dos inseticidas nos teores de acgucar (pol da cana) e fibra.



2.3 O processo fermentativo

Na usina alcooleira, o etanol é produzido através da fermentacao realizada por
leveduras, utilizando o caldo de cana, cuja composi¢do, varia em fungdo de diversos
fatores que afetam a cultura da cana-de-agucar, como a temperatura, variedade,
estagio de maturacao, condigdes hidricas, sistema de cultivo, propriedades quimicas,
fisicas e microbioldgicas do solo e o ataque de pragas e doencas (SILVA, 2003).

A eficiéncia da fermentacao é diretamente afetada pelos componentes do caldo
proveniente da matéria-prima entregue na industria (MUTTON & MUTTON, 2002). O
caldo é uma solucdo aquosa, que contém quantidade varidvel de substancias
organicas, entre as quais, 90% € representada pela sacarose (PAYNE, 1989). A
sacarose apo6s ser hidrolisada em glicose e frutose, pela enzima invertase, é
prontamente fermentada a etanol por S. cerevisae (RUDOLF et al. 2007).

Na fermentacéao etandlica, primeiro as leveduras convertem a glicose em piruvato
através da glicélise. Depois o piruvato é convertido em acetaldeido pela acao da enzima
piruvato-descarboxilase ocorrendo liberagdo de diéxido de carbono. Entdo, o
acetaldeido € subsequentemente convertido em etanol pela agdo da élcool-
desidrogenase (KAVANAGH, 2005).

2.4 Fatores que afetam a fermentacao

Diversos fatores influenciam a producdo de etanol. Dentre eles estao as
condicdes de cultivo (temperatura, pressdo osmética, pH e oxigenagao) (ORTIZ-MUNIZ
et al., 2010), aspectos microbiolégicos (contaminacao bacteriana) (NOBRE et al., 2007)
e nutricionais (GUTIERREZ, 1991; BENNETT et al., 1999).

As condi¢des empregadas na fermentacdo devem conduzir a maxima conversao
de acucares em etanol, a fim de minimizar a geragao de co-produtos da fermentacao,
tais como o glicerol e alcodis superiores (LIMA et al., 2001; NEVOIGT, 2008). A
levedura direciona parte dos intermediarios glicoliticos as rotas metabdlicas



correspondentes para a formacao destes metabdlitos, significando perdas na producao
de etanol (PATRASCU et al., 2009).

O glicerol é o principal co-produto envolvido no processo fermentativo, pois
mesmo na auséncia de condi¢cdes estressantes, é produzido pela levedura, como
resultado da manutencdo do balan¢o redox citosélico (NADH), particularmente sob
condicbes anaerdbicas. Mas minimizando a formacédo de glicerol e redirecionando o
fluxo de carbono em direcdo a formacdo de etanol, € possivel obter aumentos no
rendimento alcodlico em no minimo 10% (NEIVOGT, 2008).

Quando S. cerevisiae cresce em alta concentracdo de glicose, as células
funcionam sob um sistema regulatério de controle chamado repressao catabdlica ou
repressao por glicose. Mesmo na presenca de oxigénio as células fermentam e
acumulam etanol. Durante a producédo de etanol, para se multiplicar, a levedura utiliza
energia proveniente da glicolise e da via fermentativa, ao invés da respiracédo pela via
oxidativa (MOAT et al., 2002).

A temperatura 6étima para a producdo de etanol varia entre 26 e 35 °C.
Temperaturas mais baixas prolongam o tempo de fermentagdo e aumentam o
rendimento alcodlico, enquanto mais altas, favorecem a contaminagdo bacteriana e
aumentam a sensibilidade das leveduras a toxidez do etanol (LIMA et al., 2001).

S. cerevisae utiliza a glicolise sob condi¢cdes de pH neutro ou levemente acido e
sob condi¢gdes anaerdbicas (MOAT et al., 2002). Nos mostos industriais, os valores de
pH geralmente se encontram na faixa de 4,5 a 5,5. Fermentag¢des conduzidas em meios
mais acidos resultam em maiores rendimentos de etanol, pelo fato de restringir o
crescimento do fermento, com a consequente reducdo da producdo de glicerol e da
contaminagéao bacteriana (LIMA et al., 2001).

A presenca de micro-organismos contaminantes, afeta o processo fermentativo,
podendo causar floculacdo do fermento, formacdo de goma, inibicdo e queda da
viabilidade das leveduras devido as toxinas e acidos orgéanicos excretados no meio
(NOBRE et al.,, 2007). Os acidos, latico e acético, produzidos por agentes

contaminantes sdo responsaveis por causar grandes prejuizos a fermentacao, devido a



sua toxicidade e pelo consumo de acucares durante sua formacao (OLIVA-NETO &
YOKOYA, 1997).

O aumento das concentracbes de etanol no meio causa redugcao da taxa de
fermentacdo e viabilidade das leveduras (NEIVOGT, 2008). Em geral, o crescimento
das leveduras cessa em torno de 6-9% m/v etanol, mas a produgdo de etanol, em
algumas cepas, pode continuar até mais que 15% etanol. A capacidade das células de
tolerar estresses é um dos importantes critérios na selecao de cepas para o emprego
na industria (PATRASCU et al., 2009).

Para que uma fermentagdo ocorra com bons rendimentos é importante prover
para o micro-organismo, um substrato que contenha fontes utilizaveis de carbono,
nitrogénio e outros elementos essenciais, em quantidades e relagdes apropriadas, caso
contrario, o processo fermentativo pode ser prejudicado. A cana-de-acucar constitui-se
como fonte de nutriente complexa, rica em sacarose e geralmente é capaz de atender
0s requerimentos nutricionais dos micro-organismos (CARLILE et al., 2001).

As leveduras utilizam os agucares encontrados na cana-de-agucar como principal
fonte de carbono e energia, mas alguns aspectos devem ser considerados quanto as
fontes de nitrogénio e fésforo utilizadas, pois influenciam na producao de metabdlitos
secundarios. S. cerevisiae utiliza o nitrogénio nas formas amoniacal (forma preferida),
amidica ou aminica, ndo metaboliza o nitrato e possui baixa capacidade de utilizar
proteinas do meio (LIMA et al., 2001). A quantidade ideal de nitrogénio assimilavel na
fermentacao € de 300 a 350 ppm de N total no mosto (STUPIELLO & HORII, 1981).

No meio de cultivo, as fontes de nitrogénio como a glutamina, sao utilizadas
primeiro e as de pouca preferéncia como a prolina sédo utilizadas depois, quando as
preferenciais tiverem sido consumidas (CHEN & KAISER, 2002). Porém a utilizagao de
aminoacidos como fonte de nitrogénio, proporciona um aumento nos niveis dos alcoois
superiores (n-propanol, iso-butanol, n-butanol, iso-amilico), ocorrendo decréscimo na
producéao de etanol (SILVA et al., 2006).

O fosféro € um elemento de extrema importancia no armazenamento e
transferéncia de energia nas células. Este mineral é indispensavel a absor¢do do

carboidrato e a sua posterior conversdao a etanol. As fontes de fosfato também



influenciam o metabolismo das leveduras, afetando a producdo de metabdlitos
secundarios (SILVA et al., 2006). Para uma fermentacao eficiente, que produza bons
rendimentos alcodlicos, sdo recomendados em torno de 50 a 100 ppm de fésforo no
mosto (AMORIM, 1985).

Os micronutrientes como zinco, cobre e manganés, desempenham importante
papel no metabolismo das leveduras, pois agem como co-fatores em varias reacoes
enzimaticas, resultando em maiores rendimentos alcoodlicos na fermentacéo (STEHLIK-
TOMAS et al., 2004 )
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Il MATERIAL E METODOS
3.1 Ensaio de campo, delineamento experimental e tratamentos

O ensaio foi realizado durante a safra 2010/2011, nos meses de dezembro a
margo, em area localizada no municipio de Guariba-SP. Utilizou-se a cultivar de cana
SP80-3280 (3° corte), 13,1 meses de idade, de maturacdo média-tardia, considerada
suscetivel a broca-da-cana (Diatraea saccharalis) e a cigarrinha-das-raizes (Mahanarva
fimbriolata).

O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso com seis
repeticdes. A area total de cada parcela era constituida de 2.400 m? (30 m x 80 m)
possuindo 1.600 m? de &rea til.

Os tratamentos utilizados foram: inseticidas quimicos imidaclopride
(neonicotindide — sistémico), etiprole (fenilpirazol — contato), a-cipermetrina (Piretréide —
contato) e tiametoxam+A-cialotrina (neonicotindide — sistémico + piretréide — contato),
nas respectivas dosagens de 480 g, 500 g, 20 mL e 494 mL de i.a ha” e inseticida
bioldgico (mistura dos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae) na dosagem de 5.10'® e 2.10" conidios viaveis mL", além do tratamento
controle, no qual ndo se empregou qualquer produto.

A aplicagédo dos inseticidas nas parcelas foi realizada entre os dias 16 e 18 de
fevereiro. Utilizou-se pulverizador costal de pressdo constante (300 L ha') equipado
com bico tipo leque simples, com jato dirigido na base das touceiras (30%) e para o solo

(70%), em ambos os lados das linhas da cana sem haver remogao da palha.
3.2 Levantamento de S. levis

Para a quantificacdo dos insetos no campo empregou-se iscas toxicas
confeccionadas utilizando-se toletes de cana medindo 30 cm de comprimento, cortados
longitudinalmente, e imersos em solugéo contendo 100 L de &gua + 1,251 L de carbaril

por 12 horas. Depois foram distribuidas, cerca de 100 iscas téxicas ha™.
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Os levantamentos populacionais da praga foram realizados antes e apo6s a
aplicagcao dos tratamentos no campo. A primeira distribuicao de iscas foi realizada em 4
de janeiro e avaliada 19 de janeiro/2011. A segunda distribuicao de iscas foi realizada

em 10 de margo/2011 e avaliada em 25 de mar¢co do mesmo ano.
3.3. Colheita dos colmos

No dia 3 de junho/2011 foi realizada a colheita, selecionando-se aleatoriamente,
10 colmos (sem danos visiveis causados por pragas) dentro da area util das parcelas.
Os colmos foram cortados na base, despalhados e despontados na altura da gema
apical. Em seguida, procedeu-se a extracao do caldo utilizando uma moenda elétrica de
pequeno porte. As amostras do caldo foram peneiradas, envasadas, identificadas e

congeladas.
3.4 Anadlises convencionais, nao convencionais e microbioldgicas

O Brix foi determinado por refratdmetria a 20°C (SCHENEIDER, 1979), a Pol
segundo SCHENEIDER (1979), e Pureza, Fibra, acucares redutores (AR) e agucar total
recuperavel (ATR), calculados de acordo com CONSECANA (2008). Determinou-se o
pH por leitura direta em peagébmetro digital com correcdo de temperatura, agucares
redutores totais (ART) (LANE & EYNON, 1934) e acidez total por meio da titulagdo do
caldo em agitacdo com NaOH. A acidez volatil de acordo com Villela et al. (1973). Os
compostos fendlicos totais foram quantificados segundo FOLIN & CIOCALTEAU (1927)
adaptado por PRESOTTI (2005).

As analises microbiologicas foram realizadas através da diluigdo em série até a
concentracdo de 10° e entdo aliquotas de 100 pL dessa diluicdo foram transferidas
para placas contendo os seguintes meios:

-seletivo para bactérias laticas MAN et al. (1960) (MRS) - peptona 1%, extrato de
carne 1%, extrato de levedura 0,5%, glicose 2%, hidrogenofosfato de potassio 0,2%,

tween 80 1%, citrato de diaménio 0,2%, acetato de sédio 0,5%, sulfato de magnésio
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heptahidratado 0,01%, sultato de manganés tetrahidratado 0,005%, agar 1,2%, com
adicao de cicloheximida (100mg/L).

-seletivo para leveduras e fungos totais Wallerstein Laboratories Nutrient (WLN)
de acordo com (GREEN & GRAY, 1950, modificado por OLIVEIRA & PAGNOCA, 1988)
glicose 5%, KH,PO4 55mg, KCI 42,5mg, CaCl,.2H,O 12,5mg, MgSO,.7H,O 12,5mg,
FeCl3.6H20 0,259, MnS0O4.4H,0 0,259, extrato de levedura 0,4%, caseina 0,5%, verde
de bromocresol 2,2 mg, agar 2%, agua destilada 1000mL com adicao dos antibidticos
ampicilina e acido nalidixico (100mg/L cada).

-enumeragao de micro-organismos totais Plate Count Agar (PCA) triptona 0,5%,
extrato de levedura 0,25%, glicose 0,1%, agar 1,5%.

3.5 Fermentacoes em laboratério

Utilizou-se como agente fermentativo a levedura de panificacdo Saccharomyces
cerevisiae, multiplicada, empregando-se quantidade de fermento na proporgéo 30 g L™
de mosto previamente preparado, com pH e temperatura, ajustados para
respectivamente 4,0 e 30°C (mesma temperatura de incubac¢ao). Ao mesmo tempo que
se fez a multiplicacdo do fermento, este foi gradualmente adaptado a mais altas
concentracdes de acgucares, utilizando-se mostos com concentragdes crescentes de 2,
4, 8,12 e 16°Brix.

As fermentacdes foram conduzidas em Erlenmeyers de 1 L. A quantidade de
acucares, a temperatura e o pH dos mostos, foram respectivamente ajustados para 16°,
30°C e 4,0. O mosto foi adicionado em duas etapas, comegando com 15 g de fermento
adaptado + 150 mL de mosto para formar o pé-de-cuba e o restante (335 mL)
adicionado 1 hora depois, caracterizando o inicio do processo fermentativo.

O monitoramento da quantidade de agucares (Brix) na fermentacao foi realizado
com o auxilio de um sacarimetro. O final das fermentacdes estabelecido quando o Brix

se manteve inalterado em intervalos de 30 minutos.
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3.6 Analises microbiolégicas e do glicerol nos vinhos

As analises microbioldégicas foram realizadas no inicio e ao final das
fermentagbes, através de contagem direta de leveduras ao microscépio ético com
auxilio da camara de Neubauer de acordo com LEE et al. (1981) e também pelo
plaqueamento dos vinhos utilizando-se trés meios de cultura, conforme item 3.4. Para o
meio MRS utilizou-se a diluicdo 10 e para os meios WLN e PCA, diluicdo de 10°. As
diluicdes foram determinadas mediante ensaios preliminares.

O teor de glicerol foi determinado no vinho delevurado, segundo COPERSUCAR
(1988).

Os acgucares redutores residuais totais (ARRT) foram quantificado segundo LANE
& ENYON (1934).

3.7 Determinacao de Nutrientes

Os nutrientes foram determinados realizando a digestdo nitroperclérica das
amostras de cana desfibrada e do caldo. As amostras foram diluidas em 50 vezes e as
leituras do potassio, calcio, magnésio, ferro, manganés e zinco, feitas por

espectrometria de absorcao atdbmica (MALAVOLTA et al., 1997).
3.8 Analises estatisticas

Todos os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo Teste F. As
médias referentes as anadlises microbiologicas dos meios MRS, WLN e PCA, foram
transformadas para Log(x) e comparadas pelo teste de Tukey. As médias dos agucares
redutores no caldo foram transformadas para Log(x). Com excecdo das analises
microbiol6gicas dos meios de cultura, as demais médias foram comparadas pelo teste T
de Student (LSD). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
SISVAR (FERREIRA, 2003).



IV RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Controle de S. levis
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Os resultados obtidos para a populacao de adultos de S. levis, estimada antes da

aplicacao dos inseticidas, mostram a homogeneidade desses insetos em toda a area

amostrada (Tabela 1). No levantamento feito apds a aplicagdo dos inseticidas, a

populacdo de adultos permaneceu homogénea, pois ndo houve diferengcas entre os

tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Populacéo de adultos de S./evis antes e depois da aplicagdo de
Inseticidas (02/2011). Cultivar SP80-3280.Guariba/SP. Safra 2010/2011.

Tratamentos Antes Depois
(S.levis Isca™) (S.levis Isca™)

imidaclopride 1,90A 1,74A
etiprole 2,40A 1,86A
a-cipermetrina 1,82A 1,61A
tiametoxam+A-cialotrina 2,20A 1,85A
biolégico 1,99A 1,91A
controle 2,12A 1,70A
Teste F 0,808* 0,186"
DMS 0,6990 0,7582
C.vV. 28,37 35,84

*Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste

LSD (P > 0,05).

Resultados semelhantes foram observados por

DINARDO-MIRANDA &

FRACASSO (2010) estudando os inseticidas imidaclopride, fipronil e tiametoxam, no

plantio da cana-de-agucar.

PEREZ (2009) conduziu experimento empregando o mesmo tipo de iscas

utiizadas na presente pesquisa, e justificou que o reduzido numero de adultos

encontrados, seria em fungdo da época do ensaio, compreendido nos meses de

outubro a novembro.
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As amostragens de insetos apresentadas na Tabela 1 indicam que o nuamero
total de adultos apds a aplicagdo dos inseticidas, em média, 1,78 S. levis Isca™, 14,15%
menor que o numero de adultos observados antes da aplicagdo dos inseticidas, em
média, 2,07 S. levis Isca™’, poderia ter sido em virtude da segunda avaliacdo ter sido
realizada ao final do pico populacional da praga. Estudos realizados por DEGASPARI et
al (1987), avaliando o pico populacional dos insetos entre janeiro € marco, confiram
estas conclusodes.

A ineficiéncia dos inseticidas demonstrada na Tabela 1 pode ser atribuida, em
parte, a palha residual, uma vez que esta nao foi removida no momento da aplicacao,
dificultando o contato dos inseticidas com o inseto. De acordo com GIOMETTI et al.
(2011), os adultos se abrigam abaixo do nivel do solo e raramente sdo encontrados
voando.

Esses resultados demonstram, por exemplo, que o sistema de colheita da cana
crua impde dificuldades no controle de S. levis, e contribui para a sobrevivéncia deste

inseto, que utiliza a palha acumulada como abrigo (ARRIGONI, 2011).

4.2. Analises convencionais, hdao-convencionais e de nutrientes

E possivel verificar que os inseticidas utilizados na presente pesquisa nao
afetaram significativamente (P < 0,05) os parametros tecnolégicos Brix, Pol, Pureza e
ART (Tabela 2).

Foram observadas algumas alteracdes entre os tratamentos avaliados para os
resultados da Pol, Pureza e ART, que foram maiores (P < 0,05) para o etiprole quando
comparado com tiametoxam+A-cialotrina. A Pol também foi maior para o tratamento
etiprole em relagdo a a-cipermetrina.

O Brix foi significativamente maior (P < 0,05) para imidaclopride se comparado a
tiametoxam+A-cialotrina e a-cipermetrina.

A quantidade de ART foi maior nas parcelas tratadas com os inseticidas,

imidaclopride, etiprole, a-cipermetrina e biolégico, diferindo (P < 0,05) do tratamento
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controle. A menor quantidade de ART foi observada para tiametoxam+A-cialotrina, que
diferiu (P < 0,05) dos demais tratamentos.

Tabela 2. Parametros tecnoldgicos da cana-de-agucar tratada com diferentes
inseticidas (06/2011). Cultivar SP80-3280. Guariba/SP. Safra 2010/2011.

Tratamentos Brix (%) Pureza (%) Pol (%) ART (%)
imidaclopride 17,31A 85,55AB 12,76AB 16,23C
etiprole 16,91AB 90,10A 13,15A 15,14C
a-cipermetrina 16,29B 83,09AB 11,70BC 16,12C
tiametoxam+A-cialotrina  16,50B 78,43B 11,12C 12,09A
biolégico 16,98AB 87,21AB 12,74AB 15,10C
controle 16,83AB 85,29AB 12,33ABC 13,74B
Teste F 2,141 1,473 2,4578* 13,492*
DMS 0,7005 8,3941 1,268 1,2054
C.v 3,51 8,30 8,78 7,14

*Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste
LSD (P > 0,05).

Analisando-se o0s parametros citados anteriormente, verifica-se que o
tiametoxam+A-cialotrina provocou efeitos contrarios ao etiprole, e causou impactos
negativos sobre a Pureza, Pol e ART, comprometendo a qualidade da cana. O
tratamento com tiametoxam+A-cialotrina apresentou resultados com o maior nimero de
indicadores fora dos padrées recomendados por AMORIM et al. (2007) citado por
RIPOLI & RIPOLI (2009), que estipularam valores para Pol, Pureza e ART, superiores a
respectivamente 14, 85% e 15%, e fibra, entre 11 e 13%.

Pode-se observar que os valores do Brix, indicam que a cana ainda ndo estava
madura, pois o valor ideal € de no minimo 18 Brix no inicio e no decorrer da safra
(COPERSUCAR, 1980). Como observado por MARTINI et al. (2010) o Brix aumenta a
medida que a cana completa o processo de maturacao.

Ao analisar os valores da Pol (Tabela 2), verifica-se que, de maneira geral, estes
estdo abaixo do recomendado por AMORIM et al. (2007) citado por RIPOLI & RIPOLi
(2009), assim como o teor de Pureza, para os tratamentos com a-cipermetrina e

tiametoxam+A-cialotrina.
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Os teores de Pureza referente ao tratamento tiametoxam+A-cialotrina, confirmam
que a cana ainda ndo estava no ponto de colheita, ou seja, inadequada para o
processamento industrial, que de acordo com FERNANDES (1985), estes devem ser de
80% no inicio e 85% no decorrer da safra.

Estas informagbes podem ser confirmadas comparando-se os valores de Pol
(17,61), Brix (19,79) e ART (17,51), obtidos por RAVANELI et al. (2004) estudando a
cultivar SP80-3280 em area livre de pragas, colhida no mesmo periodo.

Os valores totais médios de Pol, Brix e ART observados na presente pesquisa
foram, respectivamente, 12,3, 16,803 e 14,7366, sendo, respectivamente, 28,94, 15,07
e 15,85% menores, que os valores apresentados por RAVANELI et al. (2004), indicando
que a cana-de-acucar ainda ndo estava no ponto de colheita, além de ter sido
prejudicada pelo ataque da praga.

Ha que se considerar que a area em que foi conduzida a presente pesquisa, teve
sua colheita antecipada para 03 de junho, para atender a demanda por matéria-prima
pela industria, uma vez que de acordo com a programacéo inicial, a colheita seria
realizada no final de agosto/2011.

Foram observadas diferencas (P < 0,05) nas quantidades de AR e ATR entre os

inseticidas. Nao houve diferenca no teor de fibra para os tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Teores de agucares redutores (AR) e agucar total recuperavel (ATR)
da cana-de-acgucar tratada com diferentes inseticidas (06/2011).
Cultivar SP80-3280. Guariba /SP. Safra 2010/2011.

Tratamentos ATR (kg t) AR (%) Fibra (%)
imidaclopride 128,47AB 0,61AB 11,03A
etiprole 130,97A 0,47B 10,91A
a-cipermetrina 118,93BC 0,68AB 10,83A
tiametoxam+A-cialotrina 114,61C 0,82A 11,05A
biolégico 127,85AB 0,56AB 11,05A
controle 124,39ABC 0,62AB 11,07A
Teste F 2.671" 1.602* 0.917*
DMS 10.3204 0.1481 0,3594
Cc.v 6.98 16.04 2.75

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste
LSD (P > 0,05).
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A quantidade de AR no caldo extraido da cana tratada com etiprole foi 1,74
vezes menor (P < 0,05) que tiametoxam+A-cialotrina, diferindo (P < 0,05) em 16,36 kg t”
na quantidade de ATR entre esses tratamentos. A quantidade de AR encontrada na
cultivar SP80-3280 por RAVANELI et al. (2004) foi 0,46%, 25,8% menor que a
encontrada na presente pesquisa, com média geral entre os tratamentos 0,62%.

No processo de maturacdo da cana, os teores da Pol e Pureza aumentam
enquanto o AR diminui podendo chegar a valores de 0,2% (FERNANDES, 2003). A
quantidade de AR do tratamento tiametoxam+A-cialotrina, ndo esta de acordo com o
recomendado por AMORIM et al. (2007) citado por RIPOLI & RIPOLI (2009).

A quantidade de ATR é um dos parametros empregados no célculo do
pagamento de cana pelo teor de sacarose e isso implica que os menores valores de
ATR encontrados para tiametoxam+A-cialotrina e a-cipermetrina, resultariam em menor
remuneracao, enquanto etiprole, maior remuneragao para os produtores de cana-de-
acucar do Estado de Sao Paulo.

Nota-se que houve diferengcas (P < 0,05) nos valores da acidez total entre
tiametoxam+A-cialotrina e os demais tratamentos. A acidez volati manteve-se

inalterada entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios de acidez total e volatil no caldo de cana (06/2011).
Cultivar SP80-3280. Guariba/SP. Safra 2010/2011.

Acidez Total Acidez Volatil
Tratamentos (g H;S04 L) (mg Ac. Acético L")
imidaclopride 1,12A 4,45A
etiprole 1,20A 4,00A
a-cipermetrina 1,14A 4,88A
tiametoxam+A-cialotrina 1,38B 4 57A
biolégico 1,18A 4,39A
controle 1,24A 4,13A
Teste F 4,605* 0,721*
DMS 0,127 1,0821
C.v 8,81 20,67

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste
LSD (P > 0,05).
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Deve-se ressaltar que a acidez total da cana observada nesta pesquisa, em
média 1,21, é um indicativo de baixa qualidade, pois esta acima do valor maximo de
acidez total, 0,8, recomendado por AMORIM et al. (2007) citado por RIPOLI & RIPOLI
(2009).

A acidez total expressa a quantidade de acidos presentes no caldo, e pode
sinalizar a deterioracdo ou também que a cana ainda ndo estd no estadio de
maturagdo, ou seja, em estadio de crescimento e desenvolvimento (MADALENO,
2006). A medida que a cana completa o processe de maturacdo, ha diminuicdo da
acidez total como observado por MARTINI et al. (2010).

A indiferenca encontrada nos valores de acidez volatil, parametro que caracteriza
a deterioragdo microbiana, indica que ndo houve contribuicdo dos microrganismos no
aumento da acidez total do caldo no tratamento tiametoxam+A-cialotrina. O aumento da
acidez no tratamento tiametoxam+A-cialotrina poderia ser provocado pelo efeito
fisiologico do inseticida, causando atraso na maturagdo da cana, como observado por
MADALENO (20086).

Nao houve diferencas (P > 0,05) na quantidade de compostos fendlicos no caldo
entre os tratamentos (Tabela 5), e como observado por MARTINI et al. (2010), estes

variam de acordo com o estadio de maturacao e a variedade da cana-de-acgucar.

Tabela 5. Resultados médios obtidos para compostos fendlicos totais no caldo de cana.
(06/2011). Cultivar SP80-3280.Guariba/SP. Safra 2010/2011.

Tratamentos Compostos Fenolicos
(ug mL )
imidaclopride 145,59A
etiprole 132,35A
a-cipermetrina 141,96A
tiametoxam+A-cialotrina 145,02A
biolégico 130,59A
controle 133,53A
Teste F 0,270™
DMS 37,4304
C.vV. 22,29

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, néo diferem entre si pelo teste
LSD (P > 0,05).
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De modo semelhante, RAVANELI (2010) observou correlagcbes entre maiores
niveis de danos provocados pela cigarrinha e quantidade de compostos fendlicos
produzidos. Entretanto, resultados de MADALENO (2006) discordam destas
afirmacdes.

E possivel observar que os tratamentos avaliados interferiram (P < 0,05) nas
quantidades de potassio e ferro na massa seca da cana (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados médios obtidos para os teores de nutrientes presentes na massa
seca da cana. (06/2011). Cultivar SP80-3280. Guariba/SP. Safra 2010/2011.

Tratamentos Ca K Mg Fe Mn Zn
gkg'  okg'  okg'  mgkg' mgkg' mokg'
Imidaclopride 0,300A 13,833B 0,700A 163,00AB  36,833A 6,00A
Etiprole 0,250A 13,850B 0,700A 150,33B 35,667A 5,80A
a-cipermetrina 0,317A 15,683AB 0,733A 168,33AB  43,000A 7,50A
tiametoxam+A-cialotrina 0,317A 15,883A 0,700A 210,25A 38,833A 7,33A
Bioldgico 0,283A 14,483AB 0,750A 139,00B 36,833A 6,16A
Controle 0,267A 14,067AB  0,700A 187,50AB  35,833A 5,50A
Teste F 0,27™ 1,898* 0,424 1,985* 0,352 0,979
DMS 0,0151 0,1935 0,0098 52,86 13,47 2,416
C.V. 44,39 11,22 11,67 26,42 30,22 32,08

*Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste
LSD (P > 0,05).

O teor de potassio presente na massa seca da cana foi maior (P < 0,05) no
tratamento tiametoxam+A-cialotrina, comparando-se com etiprole e imidaclopride e o
teor de ferro foi maior (P < 0,05) na cana tratada com tiametoxam+A-cialotrina,
comparando-se com etiprole e tratamento biolégico (Tabela 6).

A quantidade de nutrientes na cana estd relacionada com o estagio de
maturagdo, como observaram GARCIA (2009) e FRANZE (2010), pois ao contrario do
que acontece na fase de crescimento e desenvolvimento da cana-de-acucar, a
maturacao ocorre apds um periodo de estresse hidrico e reduzida quantidade de agua
no solo, como consequiéncia observa-se diminuicdo na taxa de absorcao de agua e
nutrientes.

Considerando que na presente pesquisa, 0s nutrientes potassio e ferro, estavam
presentes em maior quantidade na cana tratada com tiametoxam-+A-cialotrina em

relacdo ao etiprole, esses resultados sugerem que os inseticidas provocaram efeitos
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contrarios na maturagao da cana. Sabe-se que o inseticida tiametoxam proporciona
efeito sobre o crescimento radicular da cana conhecido como efeito fitoténico, o que
poderia ter favorecido a maior absorgado de nutrientes em comparagao com os demais
inseticidas.

Segundo RODRIGUES (1995) o potassio € um elemento de grande importancia
devido a sua acdo na formacao e translocacdo da sacarose, pois € requerido como
ativador de muitas enzimas, e também atua como regulador osmético, j4 que a
presenca deste elemento estimula o ganho de agua pelo vegetal.

Quanto aos teores de nutrientes no caldo, pode-se observar que os elementos
potassio e manganés, foram afetados (P< 0,05) para os tratamentos em que se utilizou
inseticidas (Tabela 7).

Tabela 7. Resultados médios obtidos para os teores de nutrientes presentes no caldo
de cana (06/2011). Cultivar SP80-3280. Guariba/SP. Safra 2010/2011.

Tratamentos Ca K Mg Fe Mn Zn

mg L’ mg L™’ mg L’ mg L’ mg L’ mg L’
imidaclopride 0,170A 6,018AB 0,266A 0,151A 0,288B 0,088A
etiprole 0,176A 5,495B 0,260A 0,168A 0,306B 0,095A
a-cipermetrina 0,198A 6,081AB 0,270A 0,203A 0,498A 0,100A
tiametoxam+A-cialotrina 0,173A 6,966A 0,246A 0,195A 0,340AB  0,100A
biolégico 0,196A 5,976B 0,266A 0,153A 0,335AB  0,106A
controle 0,183A 5,281B 0,241A 0,130A 0,305B 0,088A
Teste F 0,476™ 2,956* 0,400™ 1,185* 1,762* 0,468™
DMS 0,0504 0,9817 0,537 0,074 0,1682 0,0306
C.V. 23,25 13,95 17,62 37,63 41,31 26,95

*Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferenciam entre si pelo teste
LSD (P > 0,05).

O teor de potassio no caldo do tratamento tiametoxam+A-cialotrina, foi maior em
comparagdao com os tratamentos biolégico, etiprole e controle. A quantidade de
manganés foi maior no tratamento a-cipermetrina comparando-se com imidaclopride e
controle.

Os teores de nutrientes estavam em menor quantidade no caldo em comparacao
com a massa seca da cana, como ja observado por Garcia (2010). Portanto parte dos
nutrientes ndo pdde ser utilizada pelas leveduras no substrato, pois permaneceram na

matéria seca (Tabela 6).
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4.3. Micro-organismos nos mostos e na fermentacao etandlica

O plaqueamento dos mostos referentes aos tratamentos aplicados mostra a

quantidade de micro-organismos totais, bactérias laticas, fungos e leveduras totais

(Figura 1).
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Figura 1. NUumero de micro-organismos nos mostos preparados a partir do caldo
da cana-de-acucar tratada com diferentes inseticidas. Guariba/SP.
Cultivar SP80-3280. Safra 2010/2011.

Todos os mostos possuiam uma carga microbiana total avaliada em meio
especifico (PCA) acima de 10° UFC mL™, principalmente o tratamento tiametoxam-+A-
cialotrina, no qual os micro-organismos totais estavam presentes em numero médio,
seis vezes maior que os demais tratamentos (Figura 1).

Somente os tratamentos tiametoxam+A-cialotrina e a-cipermetrina continham
bactérias laticas avaliadas em meio MRS em nimero superior a 10° UFC mL™ (Figura
1), valores que segundo ALCARDE et al. (2003), estdo acima dos limites aceitaveis, um

vez que as indUstrias de bioetanol estabelecem o limite maximo de 10° UFC mL™.
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Sabe-se que o0s aclcares redutores (glicose e frutose) sao prontamente
metabolizaveis pela maioria dos micro-organismos, e a glicose ocupa uma posi¢ao
central no metabolismo microbiano (MOAT et al., 2002). Desta forma, o maior numero
de micro-organismos totais no tratamento tiametoxam+A-cialotrina, pode estar
relacionada com a maior quantidade de AR (Tabela 3) e acidez total (Tabela 4).

MARTINI et al. (2011) observaram que em algumas variedades de cana-de-
acucar, a quantidade de leveduras no caldo da cana diminuiu quando o ponto maximo
de maturacdo foi alcangado, resultado semelhante pode ser observado na Figura 1,
pois verifica-se que com excegao do tiametoxam+A-cialotrina, os demais traramentos
continham niimero de leveduras abaixo de 10° UFC mL™.

A comunidade microbiana presente no caldo de cana é diversificada e responde
de maneira diferente ao aumento da concentracao de agucares devido ao processo de
maturagao, o qual provavelmente favorece espécies de S. cerevisiae, muito resistente a
altas concentragbes de acucares (MORAES et al., 1997; PATARO et al., 2000; citados
por MARTINI et al., 2011).

A maior quantidade de leveduras ao longo do colmo da cana, observada por
MARTINI et al. (2010), se concentra na regido da ponta dos colmos, visto que nesta
parte, a quantidade de AR e acidez total sdo maiores, favorecendo as leveduras. Os
acucares redutores sao prontamente metabolizaveis por estes micro-organismos, € a
maior acidez total, & desfavoravel ao crescimento bacteriano.

Analisando-se a dindmica do numero de micro-organismos durante o inicio e final
das fermentacdes, observa-se que houve aumento de bactérias laticas (Figura 02 - A)
durante o processo fermentativo para todos os tratamentos. Elas possuem rapida taxa
de crescimento, sdo tolerantes ao etanol, baixos valores de pH e oxigénio e ainda a
altas temperaturas (SKINNER & LEATHERS, 2004; LUCENA et al., 2010; BECKNER et
al., 2011), assim o ambiente de fermentacdo ndo poderia ser considerado tdo hostil

para esse grupo de bactérias.
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Figura 2. Numero de micro-organismos no Inicio e Final das fermentacdes.
(A) Bactérias laticas, (B) Fungos e leveduras e (C) Micro-organismos totais.
Médias com letras minuUsculas iguais no Inicio e médias com letras
maiusculas iguais no Final ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P >
0,05).

As bactérias laticas que participam do processo competem por nutrientes e
produzem metabdlitos toxicos como o acido latico e em menores quantidades o acético
(NARENDRANATH & POWER, 2004), contribuindo assim para o aumento da acidez
dos vinhos (Tabela 8).



25

A producao de acidos organicos por essas bactérias pode reduzir o pH do meio,
criando um ambiente desfavoravel para muitos micro-organismos, incluindo leveduras
(NARENDRANATH & POWER, 2005). Mas o efeito inibitério sobre a levedura S.
cerevisiae nao pode ser atribuido somente a acao dos acidos, latico e acético, e a
competicdo por nutrientes. As bactérias laticas também produzem outros metabolitos
com acéo inibitéria, como diacetil, acidos graxos, compostos proteinados, peréxido de
hidrogénio e ruterina (BECKNER et al., 2011).

No decorrer do processo fermentativo houve aumento de leveduras (Figura 02 -
B), pois além de utilizarem os agUcares para produzir etanol, ao final da fermentagéo
quando a concentracdo de acgucares encontra-se mais baixa, ha inversdo do
metabolismo fermentativo para a via respiratéria, quando ocorre aumento na
multiplicacdo celular (ANGELIS, 1992).

Observando-se 0s micro-organismos totais, em todos os tratamentos, nota-se
queda de suas populagdes ao final do processo fermentativo (Figura 02 — C). Isso pode
ser explicado pelas condi¢cées do ambiente fermentativo, quando ocorre diminuicao dos
nutrientes, aumento da acidez e dos teores de alcoois e acidos organicos. Os micro-
organismos diferem entre si em suas caracteristicas nutricionais e fisiolégicas e assim,
é possivel que o préprio ambiente de fermentacdo promova a seleg¢édo destes ao final do
processo.

Analisando-se a dindmica de leveduras no inicio e final do processo de
fermentagao, nota-se que houve redugao da viabilidade celular, em média 5%, para
todos os tratamentos (Figura 03 - A). Houve diferengcas na viabilidade dos brotos no

inicio e ao final das fermentagdes (Figura 03 - C).
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Figura 3. Dinamica de leveduras no inicio e final do processo fermentativo. (A)
Viabilidade celular, (B) Indice de brotamento e (C) Viabilidade dos brotos.
Médias com letras mindsculas iguais no Inicio e médias com letras
mailsculas iguais no Final ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P > 0,05).

O tratamento etiprole, apresentou desde o inicio do processo fermentativo, a

viabilidade dos brotos em valores mais elevados que os tratamentos a-cipermetrina,
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tiametoxam+A-cialotrina e controle (P < 0,05). Ao final do processo, os tratamentos
etiprole e imidaclopride, mantiveram maior viabilidade de brotos em relagdo aos
tratamentos a-cipermetrina e tiametoxam-+A-cialotrina (P < 0,05).

O indice de Brotamento, no inicio da fermentagao, foi maior para o tratamento
biolégico em relagdo ao imidaclopride, mas ndo houve diferencas entre os tratamentos
ao final do processo de fermentacgéo (Figura 03 - B).

O numero de bactérias (Figura 02 — A) no inicio da fermentagdo, mesmo no
tratamento tiametoxam+A-cialotrina, n&o interferiu na viabilidade celular das leveduras
(Figura 03 - A, B e C) durante o processo fermentativo. O niumero de células no inicio
do processo, em média 2,5 10 UFC mL™, foi maior que o nimero de bactérias, em
média 8,5 10’ UFC mL", superando possiveis efeitos negativos desses contaminantes.

Resultados similares foram encontrados por NARENDRANATH & POWER
(2004) avaliando diferentes concentragbes de Saccharomyces e Lactobacillus,
demonstraram que a utilizagdo de alta quantidade de leveduras em relagdo as
bactérias, no inicio da fermentacado, sobrepde os efeitos negativos das bactérias
contaminantes, aumentando sua capacidade competitiva. Assim, a reducédo de 5% na
viabilidade (Figura 03 — A) seria considerada normal, ja que no inicio hd maior
disponibilidade de nutrientes e no decorrer do processo ocorre 0 esgotamento natural
dos acucares do meio e liberagdo de substancias toxicas pelos micro-organismos além
da toxicidade do etanol.

De uma maneira geral, a viabilidade de leveduras ao final do processo
fermentativo estava abaixo de 85%, com destaque para tiametoxam+A-cialotrina
(79,89%). A viabilidade final, comumente encontrada nas industrias brasileiras, é da
ordem de 84 a 85% (AMORIM & OLIVEIRA, 1982). A viabilidade de brotos nos
tratamentos a-cipermetrina (77,08%) e tiametoxam+A-cialotrina (79,85%) estavam
abaixo de 80%, e isso resultaria em aumento de custos com a necessidade de

reposigcao do fermento nas proximas fermentagoes.
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4.4 Acidez, pH, Brix e glicerol no processo fermentativo

Apesar da diferenga quantitativa de micro-organismos presentes no tratamento
tiametoxam+A-cialotrina (P < 0,05) (Figura 02 — A, B e C), ndo houve diferenga na

acidez final dos vinhos (Tabela 8).

Tabela 8. Acidez inicial e final nos vinhos das fermentagdes referentes aos tratamentos
avaliados. (06/2011). Cultivar SP80-3280. Guariba/SP. Safra 2010/2011.

Tratamentos Acidez Inicial Acidez Final

(g H:SO, L") (g H;S0, L")
imidaclopride 2,01A 3,03A
etiprole 1,98A 2,96A
a-cipermetrina 2,01A 2,94A
tiametoxam+A-cialotrina 2,04A 3,14A
biolégico 1,98A 2,86A
controle 1,98A 3,07A
Teste F 0,171"™ 0,849*
DMS 0,1624 0,3171
C.V. 6,15 8,01

*Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste
LSD (P > 0,05).

Estudos realizados por NOBRE et al. (2007), sobre os efeitos do cultivo
consorciado de S. cerevisiae e bactérias do género Bacillus e Lactobacillus, indicaram
que somente no cultivo consorciado com L. fermentum houve maior acidez total, pois, o
cultivo consorciado com outras espécies nao diferiram do tratamento controle (somente
S. cerevisiae), assim 0s autores consideraram que nos cultivos mistos, os acidos foram
produzidos quase que exclusivamente por S. cerevisiae.

Como relata ALVES (2000), linhagens de leveduras produzem acido succinico e
acido malico durante a fermentagdo, e mesmo que estes venham a ser reabsorvidos,
contribuem para a acidificacdo do meio.

Ao final das fermentacbes, o pH, brix e quantidade de acucares redutores
residuais totais foram, respectivamente, em média, 3,55, 2,41 e 0,34%, e néo
apresentaram diferengas significativa (P > 0,05) entre os tratamentos. A quantidade de

acucares redutores residuais e do Brix no final das fermentacdes foi alta, indicando que
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esses acucares nao puderam ser aproveitados pelas leveduras, o que resultaria em
prejuizos na producéo de etanol.

A baixa qualidade da cana analisada na presente pesquisa, que em geral,
apresentou valores inferiores aos preconizados por AMORIM et al. (2007) citado por
RIPOLI & RIPOLI (2009), e o tempo médio de fermentacdo observado, 17 horas, alto
quando comparado com o tempo ideal de 8 horas (AMORIM et al., 1996), confirmam a
observacao feita por CLARKE & LEGENDRE (1999), de que a matéria-prima de baixa
qualidade reduz a velocidade do processamento na industria, e com isso reduz também
a qualidade e a quantidade dos produtos finais.

A quantidade de glicerol nos vinhos nao diferiu (P > 0,05) entre os tratamentos
(Tabela 9). O glicerol é produzido em maior quantidade que os demais co-produtos
envolvidos no processo fermentativo e mesmo na auséncia de condi¢oes estressantes,
este alcool é produzido pela levedura como resultado da manutencao do balang¢o redox
citosélico (NADH), particularmente sob condigdes anaerdbicas (NEIVOGT, 2008).

Tabela 9. Quantidade de glicerol nos vinhos para os tratamentos avaliados. (06/2011).
Cultivar SP80-3280.Guariba/SP. Safra 2010/2011.

Tratamentos Glicerol
(g 100 mL )

imidaclopride 17,83A
etiprole 15,85A
a-cipermetrina 17,02A
tiametoxam+A-cialotrina 16,87A
biolégico 16,78A
controle 17,65A
Teste F 0,514"
DMS 2,9171
C.vV. 13,0

*Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferenciam entre si pelo teste
LSD (P > 0,05).
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V CONCLUSOES

- Os inseticidas n&ao foram eficiente no controle de adultos de Sphenophorus levis, em

condi¢des de campo.

- O inseticida tiametoxam+A-cialotrina provocou atraso na maturacao da
cana-de-acucar, indicada através dos resultados obtidos para os parametros
convencionais (Pol, Pureza, ART, AR e ATR), ndo-convencionais (acidez total e
teores de nutrientes), e microbioldgicos (nUmero de micro-organismos totais, fungos e

leveduras no mosto).

- Os micro-organismos contaminantes nao afetaram as leveduras durante a

fermentagéo etandlica.

- A aplicacao do inseticida etiprole na cana-de-agucar resultou em melhor qualidade da
matéria-prima e menor impacto sobre a viabilidade dos brotos durante a fermentagéo

etanélica.
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