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PROPOLIS NA PRODUGAO DE CACHAGA ORGANICA DE QUALIDADE

RESUMO - Legislagdes mundiais estdo sendo criadas a fim de reduzir a presencga
de residuos de antimicrobianos em alimentos e bebidas. Com destaque para as
bebidas alcodlicas destiladas, em que micro-organismos inerentes ao processo
fermentativo infectam e resultam em decréscimo da qualidade do produto. Objetivou-
se avaliar o efeito dos extratos de prépolis, antimicrobiano sintético a base de
monensina e o previo tratamento fisico-quimico do caldo de cana, para o controle de
contaminantes no processo fermentativo, destinado a produgdo de cachaga.
Avaliaram-se os efeitos sobre a atividade da levedura Saccharomyces cerevisiae
CA-11, sobre os compostos secundarios e sobre a qualidade do destilado final.
Adotou-se o delineamento em parcelas subdivididas com trés repeticoes,
empregando-se 5 tratamentos principais (biocidas) e 5 tratamentos secundarios
(ciclos de fermentacdo). Os tratamentos principais foram constituidos de Controle
(caldo sem tratamento); antimicrobiano sintético (Monensina soddica); extrato
etandlico de prépolis verde (EEPV), extrato etandlico de propolis marrom (EEPM),
tratamento fisico-quimico do caldo (TFQ). O tratamento secundario foi constituido
por cinco ciclos fermentativos. Avaliou-se a viabilidade das células e brotos, assim
como o indice de brotamento ao longo da fermentagao. Para o vinho, determinou-se
pH, acidez total, glicerol e teor alcodlico. A composigdo do destilado (acroleina,
acidez volatil, acetaldeido, carbamato de etila, ésteres, metanol, alcodis superiores,
propilico, isobutilico, isoamilico) foi determinada por cromatografia. Os teores de
etanol produzidos pela levedura CA-11 foram entre 6 a 7%, sendo nao significativos
para todos os tratamentos avaliados. Todos os tratamentos contribuiram para
melhorar os parametros fisico-quimicos e a qualidade dos vinhos obtidos.
Avaliagbes microbioldgicas indicaram que a matéria-prima empregada, apresentava-
se com excelente qualidade demonstrando baixo numero de contaminantes no caldo
extraido e mosto. As concentracdes dos componentes secundarios das cachacas
apresentaram-se expressivamente abaixo dos limites permitidos pela legislagao
brasileira. Os resultados obtidos comprovam a eficacia dos antimicrobianos a base
de proépolis, em processos fermentativos para cachaca, e possivelmente dentre
outras bebidas destiladas por S. cerevisiae em substituicdo aos convencionais.

Palavras-chave: componentes secundarios da cachaga, propolis marrom, prépolis
verde, levedura CA-11.



PROPOLIS IN QUALITY ORGANIC CACHAGA

ABSTRACT- Regulations are being created worldwide to reduce the amount of
antimicrobial residues in food and beverages, especially distilled alcoholic
beverages, because contaminant microorganisms from fermentation process may
infect and depreciate the product quality. This study aimed to evaluate the effect of
propolis extracts, monensin-based synthetic antimicrobial and previous physical-
chemical treatment of the broth to control contaminants in the fermentation process
for the production of cachaca. We studied the effects on the activity of the
Saccharomyces cerevisiae CA-11 and the composition of secondary metabolites and
quality of the final distillate. The experiment was arranged in a completely
randomized design in split splots with three replications, using main treatments (five
antimicrobials) and secondary treatments (fermentation cycles). The main
treatments were: control (untreated juice); sodium monensin; green propolis
ethanolic extract (GPEE); brown propolis ethanolic extract (BPEE); physical-chemical
juice treatment (PCT). Secondary treatments corresponded to five fermentation
cycles. The amount of yeast cell and bud viability, and yeast bud rate during the
fermentation were evaluated. The wines were analyzed for pH, total acidity, glycerol
and alcohol content. Microbiological evaluations indicated that the sugarcane source
used, presented with excellent quality, showing low number of contaminants in juice
and wine.The compounds of cachaga quantified by gas chromatography were
(acetaldehyde, acrolein, esters, ethyl carbamate, higher alcohols, isobutyl, isoamyl,
methanol, propyl, volatile acidity). Ethanol levels produced by the yeast strain ‘CA-11’
in the fermentation were found to be around 6 to 7%, which are not statistically
significant among treatments. The concentrations of the secondary compounds were
met significantly below the limits of the Brazilian legislation. Results indicate great
potential for the use of propolis as antimicrobial in S. cerevisiae fermentatiton
process for cachaga and other distilled beverages. More studies are fundamental to
investigate its effects on technological and microbiologicalal parameters.

Index terms: brown propolis, green propolis, secondary compounds, strain CA-11.
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1. INTRODUGAO

Com a crescente exigéncia do mercado consumidor por produtos de melhor
qualidade, intensificou-se a busca por aprimoramento em relagdo ao avango do
conhecimento técnico-cientitico. Assim como em relagdo a produgdo de cachaga,
uma vez que todas as etapas da cadeia produtiva de bebidas fermento-destiladas
sdo importantes. Visando assim, garantir o cumprimento dos requisitos minimos de
qualidade e seguranga alimentar tanto no ambito nacional quanto internacional.

A producdo de aguardente de cana, popularmente e mundialmente
reconhecida como cachaga, encontra-se em franca expansao no Brasil. Atualmente
€ a segunda bebida alcodlica mais consumida no pais, e que vem apresentando
grandes perspectivas de expansao no mercado externo, sendo o terceiro destilado
mais consumido do mundo (ABRABE, 2014).

Um dos interferentes na qualidade da bebida € a microbiota contaminante que
naturalmente se instala ao longo do processo produtivo. Afeta diretamente a
bioquimica fermentativa, originando fermentagbes indesejaveis, contribuindo para
menores rendimentos em etanol, além de interferir na formacao de metabdlitos que
influenciam diretamente nas caracteristicas sensoriais € na formacado de compostos
quimicos que qualificam a bebida.

No controle das contaminagdes, sdo comumente utilizados antissépticos e
antimicrobianos sintéticos que atuam de forma diferente, agindo sobre um ou mais
grupos de micro-organismos. O uso continuo pode levar ao desenvolvimento de
linhagens resistentes, as quais se tornam cada vez menos sensiveis a sua agao,
além do alto custo (RODRIGUES; DANTAS; FINZER, 2009). Deve-se considerar
ainda a exigéncia cada vez maior, a nivel nacional e internacional, limitando o uso
de insumos sintéticos, muitas vezes em desacordo com as orientacbes
estabelecidas pelos 6rgaos regulamentadores de alimentos e bebidas. Fato
semelhante é observado quando se considera as exigéncias em relagdo a redugao
de residuo nos destilados obtidos, assim como para a levedura ao final do processo
fermentativo (FSS, 2011).



Neste contexto, o uso da propolis no processo de fermentagdo alcodlica,
apresenta-se como alternativa economicamente viavel, sendo opgado no controle
microbioldgico, objetivando a obtencéo de produtos e subprodutos livres de residuos
quimicos.

A presente pesquisa objetivou avaliar a utilizagdo de extratos de prépolis
verde e marrom, comparado ao tratamento fisico-quimico do caldo e emprego de
antimicrobiano sintético, para o controle de contaminantes no processo fermentativo,
destinado a produgao de cachacga. Estudou-se ainda os efeitos sobre a atividade da

levedura CA-11, e composicdo dos componentes e qualidade do destilado final.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histoérico

A cachaca foi a primeira bebida destilada produzida na America Latina.
Descoberta no século XVI, em decorrencia da implantacdo da industria agucareira
pelos colonizadores portugueses (SILVA; AZEVEDO, 2009). Nos engenhos
descobriram o vinho da cana conhecido como “garapa azeda”, que era o liquido
resultante dos tachos de rapadura e servia de alimento para os animais. Os
escravos passaram a tomar esta bebida inicialmente fermentada e posterior
destilacéo do liquido, chamado de cagaca e, finalmente cachaca (SANTOS, 2013).
Entre inumeras origens da palavra “cachacga”, tem-se a atividade frequente na época
de amaciar a carne de cachago (nome dado aos porcos) com o destilado de cana.

Com a aboligdo da escravatura, o surgimento da economia cafeeira e a
proclamagao da Republica inicia-se uma fase de declinio para o prestigio dessa
bebida, com habitos fortemente associados aos valores vindos da Europa, atribuindo
a cachaga a imagem de produto de baixa qualidade, destinada ao consumo das
classes menos privilegiadas (SEBRAE, 2014). Entretando, hoje, € destaque no
Brasil e no mundo, em resposta a normas e padrdes de qualidade e identidade
inexistentes até entado, contribui¢cdes indispensaveis ao fortalecimento da bebida.

Na producdo de cachaga a qualidade deve estar presente desde cuidados
com o solo e o plantio da variedade apropriada de cana-de-agucar, passando por
todas as etapas de fabricagdo até a comercializagcdo do produto final (VILELA,
2005).

2.2. Legislagao e mercado

De acordo com Decreto n° 4851/03, cachaga, é a denominacédo tipica e

exclusiva da Aguardente de Cana produzida no Brasil, com graduacéo alcodlica de
38 % vol (trinta e oito por cento em volume) a 48% vol (quarenta e oito por cento em



11

volume) a 20°C (vinte graus Celsius), obtida pela destilacdo do mosto fermentado do
caldo de cana-de-acUcar com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser
adicionada de aclicares até 6 g L™ (seis gramas por litro), expressos em sacarose
(BRASIL, 2005). E constituida principalmente de etanol e agua, além de outros
componentes ou cOngeneres (acidos organicos, esteres, aldeidos e alcoodis
superiores) oriundos principalmente de reagdes metabdlicas envolvidas na
bioquimica fermentativa. Estes, mesmo minoritarios, porém extremamente
diversificados, sao os principais responsaveis pelo sabor e aroma da bebida
(CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2008).

Segundo o Instituto Brasileiro da Cachaga (IBRAC), o pais produz em média
700 milhdes de litros de cachaga por ano, com capacidade instalada de produgao
estimada em 1,2 bilhdo de litros, contudo exporta-se menos de 1% do total
produzido (SEBRAE 2014). Em setembro de 2013, foram apuradas mais de 4 mil
marcas registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, com
cerca de 40 mil produtores em todo o pais, sendo 99% caracterizados como micro e
pequenos empreendedores.

Atualmente é segunda bebida mais consumida no mercado brasileiro (volume
que corresponde a 50% do volume do segmento de destilados), e o terceiro maior
destilado do mundo. O faturamento do setor alcancou R$ 5,95 bilhdes em 2013,
incluindo a producgao da bebida (511,54 milhdes de litros), fornecimento de insumos
e comercializacado do produto (ABRABE, 2014).

E encontrada em todo o territério nacional, e produzida principalmente nos
estados de S&o Paulo, Pernambuco, Ceara, Rio de Janeiro, Goias e Minas Gerais,
sendo o ultimo, o principal centro produtor da cachaga de alambique. Estado de
Minas Gerais produz 240 milhdes de litros de cachaga por ano, dos quais 11 milhdes
sdo exportados por 180 empresas, com 1.010 marcas registradas legalmente e em
torno de 5.000 alambiques (AMPAQ, 2014).

Entre as tendéncias e oportunidades, destacam-se os grandes eventos
desportivos, Copa do Mundo FIFA 2014 e Olimpiadas de 2016, com a atracao para
o Brasil de um grande fluxo de recursos e expectativa de expressiva presencga de
turistas avidos a conhecer caracteristicas especificas do pais (SEBRAE, 2014). Para

tanto, fica claro a necessidade de investimento em pesquisas e projetos, bem como
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meios efetivos de controle sobre todo o processo produtivo, de forma a atender a
demanda cada vez maior do mercado interno e externo (ALVARENGA, 2011).

No cenario atual o agronegoécio da bebida caracteriza-se por uma busca
incessante de pesquisas e projetos seguindo a tendéncia dos consumidores em
busca de produtos saudaveis e seguros, objetivando, portanto, a padronizagao e
melhorias de qualidade nos diferentes aspectos fisico-quimicos e sensoriais da
bebida, considerando questdes relacionadas aos efeitos diretos e indiretos sobre a
saude do consumidor como também incremento financeiro ao produtor (MUTTON;
MUTTON, 2010).

2.3. Produtos organicos

A procura, cada vez maior dos consumidores, por produtos de base organica
e sustentavel, em toda a cadeia produtiva, tem incentivado a produgdo mundial
fazendo do mercado organico uma excelente oportunidade de negdcio. Estima-se
que em 2013, o mercado global dessa categoria de produtos, tenha faturado US$ 60
bilhbes, com a adog¢do de importantes medidas para o setor como convénios de
equivaléncia de certifcacbes entre os mercados europeu € americano, € a partir de
2014, entre o Japédo e Estados Unidos (IPD, 2014).

Os alimentos organicos ou “naturais” conferem ao produtor maior retorno
financeiro principalmente quando se trabalha visando o0 mercado externo,
conhecidamente exigente em qualidade. A cachaga quando produzida no sistema de
producdo organico, isenta de qualquer tipo de agroquimico em toda operagao
agricola, industrial e comercial, destaca-se pelo alto padrao de qualidade inerente ao
processo. Com este processo, ocorre uma nova oportunidade de agregar valor como
um todo, processo industrial de modo geral define aceitagdo, além de potencializar
vendas no mercado externo.

O processo de producdo da cachacga envolve varias etapas, podendo ser
resumido no preparo da matéria prima (corte, despalha e transporte da cana-de-
agucar), moagem, tratamento do caldo, preparo do mosto e fermentagao, destilagao,

envelhecimento, envase e rotulagem. Em cada uma delas ha pontos criticos que
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podem ser decisivos, uma vez que defeitos de natureza quimica, fisica,
microbiolégica podem comprometer a saude do consumidor e ocasionar a perda da
qualidade e da integridade econémica do produto (BORTOLETTO, 2013).

2.4. Matéria-prima

A eficiéncia do processo industrial junto a obtencdo de um produto de
qualidade e economicamente viavel, depende do estado matéria-prima entregue na
unidade industrial. Sendo esta influente nas caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas que mais tarde acarretardo alteragbes no desempenho das
operacoes de extracao, fermentacio e destilacdo. Todas as etapas sao importantes
para obtencéo de altos rendimentos e da qualidade do produto final como um todo
(STUPIELLO, 1992).

Segundo Mutton (1998), “qualidade pode ser definida como resultado final da
conjugacdo de diferentes fatore inter-relacionados, que conferem determinadas
caracteristicas a matéria-prima, modo a promover ganhos no rendimento
agroindustrial, possibilitando a obtencdo de produtos de qualidade, sem aumento
significativo de custos, resultando em melhor eficiéncia e lucratividade”.

Na produgao de cachaca, a matéria-prima que interessa sdo os colmos de
cana-de-agucar, com composi¢cao tecnoldgica constituida por fase insoluvel e
soluvel. Estes sdo representos por um complexo composto de celulose, lignina e
pentosanas, chamada de fibra (8-18%), e caldo propriamente dito (82-92%),
composto por 75-82% de agua e 18-25% de solidos soluveis (Brix) respectivamente.
Os solidos soluveis sao formados por agucares (15,5-24%), sacarose, glicose e
frutose; e por nao agucares (1-2,5%) como aminoacidos, acidos, ceras, gorduras,
corantes e sais inorgéanicos (SiO,, K,O, CaO, MgO, entre outros) (SEGATO et al.,
2006).

A producdo de cachaca sem o devido controle das caracteristicas das
matérias primas, assim como das fases do processo produtivo, resulta num produto
com qualidade instavel e com eventuais contaminagdes (SEBRAE, 2014). Logo a

cana-de-agucar utilizada precisa atender a uma série de parametros tecnoldgicos e
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microbiolégicos como: variedade, riqueza em agucares, % de fibra, teor de matéria
estranha (palmito, palha, folha, terra), fatores de estresse como seca, geada,
irrigacado, doengas, pragas, danos fisicos, e estado de deterioracdo (MUTTON;
MUTTON, 2010).

Para se evitar contaminagdes e deterioragcdes, recomenda-se que a cana
deve ser processada em um prazo maximo de 24 a 36 horas apds a colheita
(CARDOSO, 2013).

Assim 0 manejo da cultura deve ser realizado da melhor forma possivel
objetivando reduzir impactos que possam a vir interferir negativamente na qualidade
da matéria-prima, e demais etapas do processo, a fim de gerar lucros tanto para o
setor agricola quanto para o industrial (COSTA, 2013). Uma vez que as técnicas
empregadas na fabricacdo da cachaca nao oferecem recursos para minimizar os
efeitos causados por uma matéria-prima de baixa qualidade e produtividade
(MUTTON, 1998).

2.5. Tratamento do caldo e preparo do mosto

A industria utiliza processos fisico-quimicos de tratamento do caldo
objetivando a maxima remogado de impurezas e materiais contaminantes (terra,
compostos fendlicos, acidos, aminoacidos, proteinas, corantes), de fundamental
importancia para a qualidade do mosto a ser fermentado. Etapa imprescindivel, que
pode atuar como precursora da formacgao de interferentes na qualidade do produto
final. E a filtragem de bagacilhos, ricos em substancias pécticas possuindo unidades
metoxilas, que quando liberadas pelas enzimas das leveduras fermentativas, dao
origem ao metanol, produto indesejavel (CLETO, 1997).

O tratamento inicia-se com a peneiragem do caldo em peneiras de malha fina,
para retencao de elementos em suspenséao (bagacilhos). Seguido do processo de
clarificacdo que se da a partir de reacdes quimicas entre fosfatos dissolvidos na
matéria-prima e calcio/enxofre adicionados, que vao promover a coagulacdo de
proteinas e arraste de impurezas para o fundo do decantador, de modo a remover

materiais insoluveis e demais substancias dissolvidas indesejaveis (DOHERTY;
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RACKEMANN, 2009). Objetivando acelerar a velocidade de sedimentagdo dos
flocos, é adionado ao caldo, polieletrdlitos de origem sintética, de elevado custo e
além de entrar em desacordo com o modelo de produgao organica. Neste contexto,
a utilizacdo de produtos originados de fontes naturais como extratos de folha de
moringa (Moringa oleifera Lam) como potencial alternativa aos processos
convencionais (COSTA, 2013).

No contexto de tecnologia, utiliza-se o termo mosto para definir todo liquido
suscetivel a ser fermentado, cujo preparo consiste em uma série de medidas a
serem tomadas para que o ambiente fermentativo seja favoravel exclusivamente as
exigéncias da levedura e contraria ao desenvolvimento de micro-organismos
indesejaveis (SANTOS, 2010). Dentre elas citam-se: o fornecimento de quantidade
ideal de agucares fermentesciveis; menor contaminacao inicial possivel; pH ideal, e
nutrientes (VALSECHI, 1960). Os teores de acucar devem estar entre 14 e 16° Brix,
pois concentragdes acima podem acarretar em fermentagdes mais lentas e
frequentemente incompletas (CARDOSO, 2013). Temperatura e acidez sdo outros
fatores que afetam a atividade microbiana e, consequentemente, a eficiéncia e
produtividade do processo de fermentacgéo satisfatorio (BREGAGNOLI, 2006).

2.6. Fermentacgao alcéolica

2.6.1. Propagacao do fermento

Para que se tenha garantia de uma fermentagdo sadia, regular e de alto
rendimento, torna-se necessario introduzir no mosto, uma populagao vigorosa de
leveduras, capaz de conduzir o processo fermentativo de forma o mais
eficientemente possivel (MUTTON e MUTTON, 1992; CARDOSO, 2013).

O desempenho do processo fermentativo € significativamente afetado pela
linhagem da levedura (BASSO, 1996). Estas podem ser caracterizadas de acordo
com a maneira como sao multiplicadas ou preparadas para o inicio do processo

fermentativo. Os principais tipos de fermento utilizados para se preparar um pé-de-
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cuba s&o o natural ou “caipira”, o prensado (leveduras de panificacdo) e as
leveduras selecionadas (VILELA, 2005).

O tipo de fermento adotado pela fabrica de cachaga depende da estratégia e
técnica de cada unidade, fundamentalmente importante, uma vez que sao as
leveduras as principais responsaveis pela definicdo do perfil dos compostos volateis
desejaveis, que caracterizam a bebida (SERAFIM et al., 2011).

A industria de cachagca comumente, principalmente as pequenas com
producao artesanal, adotam-se de praticas de fermentagdes espontaneas, utilizando
fermento natural. A ocorréncia de diferentes espécies e linhagens de leveduras pode
interferir negativamente na qualidade do produto final, ao proporcionar fermentacdes
totalmente aleatdrias, dificultando o controle operacional.

Nas fermentagdes inoculadas, uma cultura starter é adicionada, sendo esta
dominante em relacdo as outras espécies naturalmente presentes no mosto. A
utilizacdo de linhagens selecionadas acelera o processo de preparagao do fermento,
sendo introduzida nas dornas em altas populagdes, diminui-se a interferéncia de
leveduras selvagens que muitas vezes, ndo sdo adequadas ao processo (GOMES et
al., 2010).

A selegdao e utilizacdo de leveduras selecionadas de S.cerevisiae como
iniciadoras do processo fermentativo para produgdo de cachacga, tem se mostrado
como proposta bastante promissora e essencialmente importante para a obtengao
de um produto com um padrao de qualidade reprodutivel (CANUTO, 2013).

As leveduras selecionadas apresentam caracteristicas desejaveis ao
processo e ao produto, o que tém aumentado a produtividade e contribuido para
melhoria da qualidade da bebida em muitas unidades produtoras (MONTEIRO,
2010). A habilidade de flocular e de produzir ou ndo certos componentes do aroma
das bebidas e a propriedade de produzir metabdlitos anti-contaminantes (toxinas
"killer") s&o constantes fontes de interesse (RIBEIRO; HORI, 1999).

Segundo Soares, Silva e Schwan (2011), linhagens selecionadas de
S.cerevisiae quando introduzidas nas dornas, tem se destacado, sdo competitivas,
e aceleram a multiplicagao celular e o inicio do processo fermentativo assim como
bem adaptadas ao ambiente industrial. Ao diminuir a interferéncia de leveduras

selvagens que muitas vezes, ndo sdo adequadas ao processo. Desse modo vem a
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solucionar o problema da heterogeneidade, e garantir que a qualidade do produto
final apresente caracteristicas organolépticas superiores e constantes ao longo das
safras (CAMPOS et al., 2010; GOMES et al., 2010).

Atualmente, a levedura selecionada S. cerevisiae CA-11 de caracteristica
floculante, € disponibilizada no Brasil em sua forma desidratada ativa, podendo ser
utilizada prontamente para fermentacdo. Dados obtidos em alambiques que fazem
uso dessa levedura, tém demonstrado um aumento significativo no rendimento, e
melhorias nos teores de compostos aromaticos desejaveis (CARDOSO, 2013).

As leveduras com capacidade floculante (cresce de maneira agrupada,
formando flocos ou aglomerados de tamanho variavel), é uma estratégia de redugéo
de custos operacionais. Apresentam como principal vantagem sobre as
tradicionalmente empegadas, dispensar o uso de centrifugas para separagao das
leveduras (VASCONCELOQOS, 2007). Bem como a maioria dos produtores de cachaga
encontra grande dificuldade para a realizagdo correta deste processo,
principalmente onde as cepas nao apresentam propriedades floculantes
(CARDOSO, 2013).

2.6.2. Processo fermentativo

Dentre as diversas etapas, a fermentacao alcoolica é considerada o ponto
critico do processo industrial de fabricagao de cachaca. Uma vez que as atividades
direta e indireta, tanto da levedura alcodlica (fermento) como de outros micro-
organismos (bactérias) atuantes nessa fase; sdo responsaveis pela formacao dos
principais compostos quimicos e formadores do aroma da bebida (MUTTON e
MUTTON, 1992).

A fermentacdo alcoolica é processo de oxidacdo anaerodbica parcial da
glicose, pela agdo das leveduras principalmente, em etanol, CO, e componentes
secundarios por meio de reagdes quimicas mediadas por enzimas (LEHNINGER,
2000). Em nivel citoplasmatico, com o objetivo de produzir energia, destinada a

realizacdo de suas atividades fisioldgicas, crescimento e reprodugdo, sendo, o



18

etanol, tdo somente, um subproduto desse processo (URBANO, 2012). Os
processos biotecnolégicos dos quais as leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisiae participam s&o os mais difundidos mundialmente, sendo responsaveis por
grande parte da producgao industrial de alimentos, bebidas alcodlicas e de bioetanol
do mundo (PEREIRA, 2007).

Para que a levedura desenvolva suas atividades metabdlicas de maneira
adequada, diversos aspectos e condigdes devem ser levados em consideragao
como: temperatura, acidez, qualidade da cana, higiene, preparo de pé-de-cuba e do
mosto que quando improprios, acarretardo em seérios prejuizos (OLIVEIRA-
FREGUGLIA e HORI, 1998).

Durante o processo fermentativo, normalmente se desenvolvem fermentacoes
secundarias, oriundas das atividades de outros micro-organismos (bactérias e
fungos), que, frequentemente aparecem no processo acompanhando a matéria-
prima vinda do campo (ANTONANGELO et al., 2013). S&o responsaveis por
apresentar acao indesejavel sobre a bioquimica fermentativa, levando a alteragdes
na composicao dos mostos e dos vinhos produzidos. Influenciando diretamente na
multiplicagdo e no crescimento celular de leveduras, ocasionando redug¢des no
rendimento alcodlico, retorno econdmico da unidade produtiva e principalmente
depreciagao na qualidade do produto final (NOBRE et al., 2007; RAVANELI, 2010).

Segundo Santos Junior (1998), das 180 espécies de bactérias identificadas
na fermentacao alcodlica para produgéo de cachaga, a maior porcentagem foi de
Gram-positivas, sendo 30% pertencentes ao género Bacillus.

Portanto ressalta-se a importancia de praticas de assepsia nos diferentes
compartimentos assim como limpeza das moendas, tubulagdes, além do descarte de
fundo de dorna, returbinagdo do fermento e tratamento acido. Porém, o eficiente
controle esta associado principalmente ao uso de antimicrobianos adequados e na
dosagem correta, pois a aplicagao racional desses produtos deve visar apenas a
populagcéo de bactérias e ndo a de leveduras (RODRIGUES; DANTAS; FINZER,
2009).
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2.7. Controle de contaminantes

A manutengdo do fermentador livre de micro-organismos indesejaveis é
especialmente importante. O processo fermentativo ndo ocorre sem o devido
controle desses contaminantes, sendo necessario manter o equilibrio entre as
populagdes microbianas, em meio favoravel as leveduras.

Como medidas preventivas de controle, sdo amplamente utilizados nas
industrias de fermentagbes alcodlicas, insumos como acido sulfurico e
antimicrobianos que sédo adicionados ao mosto ou ao levedo alcodlico (VENTURI-
FILHO e NOGUEIRA, 2013).

As unidades produtoras normalmente fazem uso de antimicrobianos sintéticos
para combater a contaminagcdo bacteriana, porém pode acarretar a selegao de
bactérias resistentes e consequente surgimento de nova populagdo de
contaminantes. Além de onerar significativamente o processo, estima-se que, para
cada metro cubico de etanol produzido, sdo gastos de US$ 3,00 a US$ 5,00, em
média, com antibiéticos nas usinas (SCHENBERG, 2010).

Neste sentido, existe uma demanda por produtos antimicrobianos naturais em
substituicdo total ou parcial aos atualmente utilizados pela industria, os quais deixam

tracos remanescentes do produto nas células de leveduras e destilados.

2.8. Antimicrobianos naturais

A prépolis € produto natural, economicamente viavel, livre de residuos
quimicos prejudiciais, tem se tornado uma opg¢ao diferenciada no controle
microbiolégico, num processo produtivo sustentavel (RODRIGUES; DANTAS;
FINZER, 2009). Por estas caracteristicas, tem sido extensivamente empregada
desde os tempos antigos, como antisséptico, agente cicatrizante, remédio popular,
disponivel no estado puro ou combinado com outros produtos naturais em

cosméticos e como componente de alimentos (SFORCIN, 2010).
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Conforme Instru¢do Normativa N° 3, Anexo VI, entende-se por Propolis, o
produto oriundo de substancias resinosas, gomosas e balsamicas, colhidas pelas
abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas, nas quais as abelhas
acrescentam secrecdes salivares, cera e polen para elaboragéo final do produto
(BRASIL, 2001).

Algumas s&o fibrosas e firmes, enquanto outras sdo gomosas e maleaveis,
variando de acordo com a origem botanica dos exudatos coletados pelas abelhas e
com as condi¢gbes sazonais. A propolis é produzida em qualquer época do ano
sendo utilizada pelas abelhas com o intuito mecanico de vedar e calafetar a colméia,
atuando como um agente termorregulador, evitando a exposicdo da coldnia a
correntes de ar e infestacdo por elementos estranhos (FREITAS; BARTH; LUZ,
2010).

Apresentam coloracdo dependente de sua procedéncia, assim pode ser
desde o marrom escuro passando a uma tonalidade esverdeada até o marrom
avermelhado, dependendo do tipo de propolis e idade (MARCUCCI, 1996). Esta
variagcdo € resultante da grande biodiversidade da flora tipica regional e da
habilidade bioquimica das abelhas em alterar a composicdo nativa ou adicionar
componentes proprios a propolis (PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002).

As inumeras atividades bioldgicas da prépolis sdo essencialmente atribuidas
a sua composic¢ao quimica. E considerada uma das misturas mais heterogéneas e
complexas encontradas em fontes naturais; atualmente mais de 300 constituintes ja
foram identificados e/ou caracterizados em diferentes amostras de prépolis. O maior
grupo de compostos isolados sdo os flavondides, encontrados em todas as partes
do reino vegetal, os quais junto com os acidos carboxilicos modificados sao
componentes estratégicos na propolis, sendo responsaveis pela bioatividade contra
varios micro-organismos patogénicos (BURDOCK, 1998). Além destes, citam-se os
acidos aromaticos, terpendides, fenilpropandides e acidos graxos (LUSTOSA, 2008).

Bispo Junior et al. (2012), relatam que a atividade antibacteriana da propolis
pode estar relacionada diretamente ao teor de flavonodides e a atividade antioxidante
da mesma, onde a maior concentracao desses compostos bioativos determina maior

atividade antibacteriana.
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2.9. Destilagao

A destilacdo € uma das etapas finais de produgédo das cachacas, que deve
ser efetuada de forma que o destilado tenha aroma e sabor dos elementos naturais
volateis contidos no mosto fermentado, ou formados durante a destilagcao
(BREGAGNOLI, 2006). Estando esta ndo sujeita somente a sua composicédo
qualitativa em ésteres, acidos, alcoois e aldeidos, mas principalmente pela
participacdo quantitativa destes elementos que condicionam o aroma e sabor tipico
das cachacas. Além de outras variaveis, como natureza e composi¢cao dos vinhos,
do tipo de aparelho de destilagao e da condugao operacional (MUTTON e MUTTON,
1992).

Concluida a fermentagao, processa-se a destilagdo do vinho, produto com
composicdo complexa e variavel de substancias gasosas, solidas e liquidas
(CARDOSO, 2013). Este é entdo encaminhado aos aparelhos de destilacdo (colunas
ou alambiques de cobre) para que seja separada, selecionada e concentrada pelo
uso do calor, a fragdo dos componentes oriundos da fermentacdo do mosto e

obtencao da bebida destilada.

2.10. Componentes secundarios e Qualidade da Cachaga

O conceito de qualidade engloba aspectos responsaveis por satisfazer as
expectativas do consumidor e nao oferecer riscos a saude. Os componentes da
cachaga classificados como secundarios constituem um grupo de produtos
minoritarios oriundos de reacdes provenientes dos processos de destilacao,
envelhecimento e principalmente na fermentacdo (CARDOSO, 2013).

Estes componentes sdo essencialmente importantes, por conferirem cheiro,
gosto e “bouquet’ especiais, definindo as caracteristicas quimico-sensoriais a
bebida. Na auséncia destes compostos o destilado seria simplesmente uma solucao

hidro-alcéolica com gosto e cheiro tipicos de alcool (VALSECHI, 1960). Podem



22

proporcionar ao destilado aromas delicados ou agressivos, resultando em qualidade
desejavel ou ndo. (CARDOSO, 2013). Assim sendo, a legislagao brasileira pela da
Normativa n°13/2005 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA
(Tabela 1), estabele os limites de cada composto na bebida, propocionando
harmonia ao destilado e seguranga ao consumidor.

Tabela 1: Limites dos componentes secundarios e contaminantes organicos na
cachaca, em mg 100 mL—1 de alcool anidro.

Componentes Limite
Minimo Maximo
Acidez volatil, expressos em acido acético - 150,00
Esteres, expressos em acetato de etila - 200,00
Aldeidos totais, expressos em acetaldeido - 30,00
Alcoois superiores* - 360,00
Congéneres™™ 200,00 650,00
Metanol - 20
Alcool sec-butilico (sec-butanol) - 10,00
Alcool n-butilico (n-butanol) - 3,00
Acroleina (2-propenal) - 5,00

*Alcoois superiores: isobutilico + isoamilico + propilico
**Congéneres: acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural + alcoois superiores
Fonte: MAPA. Instrucdo Normativa n° 13, de 30/06/2005.

Entre os acidos, produtos secundarios da fermentacdo alcoodlica, o acido
acético tem sido quantitativamente o principal componente da fragdo acida das
cachacas expresso em acidez volatil. A acidez de uma cachaca € de grande
importancia, constituindo um fator de qualidade, uma vez que, durante sua
producao, os acidos reagem com os alcoois presentes, aumentando a formagao dos
ésteres. Entretanto, o excesso de acidez promove sabor indesejado e ligeiramente
“agressivo”, depreciando a sua qualidade (FRANCA et al., 2010).

Esteres, como o acetato de etila, ttm aroma peculiar de frutas e de modo
geral, sdo desejaveis nas cachagas, pois quando em excesso, participam de forma
negativa na qualidade do produto final (CANUTO, 2013). A quantidade e proporg¢ao
dos diferentes ésteres influenciam a percepcao de sabores e aromas, sendo essas
caracteristicas dependentes de fatores como o tipo e a quantidade do fermento,
temperatura, aeracao e agitacado na fermentacao e qualidade do caldo (CARDOSO,
2013).
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Durante a fermentagdo alcodlica, uma pequena parte do etanol reage
intracelularmente com o acido acético, formando acetato de etila. Da mesma forma,
outros alcoodis produzidos intracelularmente reagem, em parte, com o acido acético,
formando outros ésteres (OLIVEIRA FILHO, 2010).

Os alcoois superiores sao alcoois com mais de dois atomos de carbono
formados durante o processo oxidativo ou a partir do metabolismo dos aminoacidos
pelas leveduras. Aqueles com até cinco atomos de carbono apresentam odores
caracteristicos, sendo compostos importantissimos na definicdo do sabor e do
aroma de bebidas destiladas, destacando-se os alcoois amilico e propilico, e seus
respectivos isébmeros (LIMA, 2012). As quantidades produzidas variam com as
condicbes de fermentacdo do género, espécie e, provavelmente, com a cepa
utilizada (SOARES et al., 2011). Além das condicbes do meio de fermentacgao,
quantidade e viabilidade do inéculo, temperatura, teor alcodlico final do vinho, entre
outros fatores (MONTEIRO, 2010).

Os aldeidos estao presentes na cachaca, sendo a maioria indesejavel do
ponto de vista toxicologico. Trata-se de compostos muito volateis, de odor
penetrante, que afetam o aroma das bebidas alcodlicas (CARDOSO, 2013). Séo
resultantes da oxidagédo parcial ou desidrogenagédo de alcodis primarios, podendo
ser considerados intermediarios na formagédo dos acidos ou alcodis superiores. O
principal aldeido associado a fermentacao alcoodlica é o acetaldeido, importante na
composi¢cao do aroma e sabor do produto (CLETO, 1997).

O metanol é produzido devido a degradagdo da pectina, polissacarideo
presente na cana-de-agucar por enzimas microbianas ou pelos acidos do mosto. A
molécula de pectina € um composto formado pela associacdo de centenas de
moléculas de acido galacturénico, que possuem fragmentos de moléculas de
metanol, as quais sdo liberadas durante o processo de fermentacdo. E um alcool
particularmente indesavel na cachaga, pois, sua ingestdo mesmo que em
quantidades reduzidas, por longos periodos de consumo, pode ocasionar cegueira e
morte (CARDOSO, 2013). Portanto, ressalta-se a importancia do preparo do caldo
de cana, através da retirada de impurezas, com sistemas de filtracdo e decantacéo,

a fim de evitar a presencga de bagacilhos no material a ser fermentado.
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3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Tecnologia do Agucar e do Alcool e
Microbiologia das Fermentagbes - FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal-SP, na
safra 2013/2014.

3.1. Delineamento experimental

Adotou-se o delineamento em parcelas subdivididas com trés repeticdes,
empregando-se 5 tratamentos principais (Biocidas): Controle (caldo sem tratamento);
antimicrobiano sintético (monensina sodica); extrato etandlico de prépolis verde
(EEPV), extrato etandlico de prépolis marrom (EEPM), Tratamento Fisico-Quimico
do caldo (TFQ). O tratamento secundario foi constituido por cinco ciclos
fermentativos.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as
médias comparadas segundo teste de Tukey (5%), utilizando-se o programa
ASSISTAT versao 7.7 beta.

3.2. Matéria-prima

Utilizaram-se colmos de cana recém cortados, da variedade RB867515, 3°
corte, provenientes da Fazenda Sao José - Paulo Garcia, unidade produtora
devidamente certificada como organica, localizada do municipio de Jaboticabal-SP.
A colheita foi realizada manualmente, com desponte no ponto natural de quebra,
sem queima prévia da palha. A adubagado e nutricdo do canavial foram realizadas
com o emprego de compostos organicos proveniente de esterco bovino produzido
na propriedade. Durante a condugao da cultura realizou-se o manejo biolégico de
pragas utilizando-se inimigos naturais através da aplicagdo de Beauveria bassiana,

Metarhizium anisopliae e Cotesia flavipes.
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3.3. Preparo dos antimicrobianos

3.3.1. Monensina soédica

O antimicrobiano sintético a base de monensina sédica foi preparado a partir
de diluicédo direta em solugcéo de 50% de etanol, aplicado na concentragao de 3 ug
mL", de acordo com orientacgdo do fabricante (QUIMICA REAL, 2013).

3.3.2. Prépolis

As amostras de propolis bruta do tipo verde e marrom foram cedidas pela
Cooperativa Nacional dos Apicultores do Brasil (CONABRA) - Bebedouro- SP e

Apiario Campo Alegre - Formiga- MG, respectivamente.

3.3.3. Extrato etandlico de Propolis (E E P)

Para a obtencao dos extratos, as amostras de prépolis foram inicialmente
trituradas em liquidificador convencional e em seguida maceradas. Estes foram
preparados na proporgao de 30% (30 g de propolis, completando o volume para 100
mL de alcool etilico p.a 70%). As solugdes foram mantidas em temperatura ambiente
por 7 dias, sob agitacédo periddica. Em seguida, foram submetidas a centrifugacéo a
8800 g mantendo-se a temperatura a 20°C por 20 minutos e acondicionadas em
frascos ambar em temperatura ambiente (MELLO; PETRUS; HUBINGER, 2010).

O perfil fisico-quimico dos extratos foi preliminarmente determinado através
do pH, solubilidade em acetato de chumbo e solubilidade ao hidroxido de sddio,
atividade antioxidante, % extrato seco, teor de flavondides totais. As andlises foram
realizadas pelo Nucleo de Ensino, Ciéncia e Tecnologia em Apicultura Racional
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(NECTAR), na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnica, FMVZ/UNESP-
Campus de Botucatu.

Os ajustes de doses foram estabelecidos a partir da realizacdo de ensaios
preliminares, avaliando-se diferentes concentracbes dos extratos, sendo
posteriormente definido 3 ug mL™ em relacdo ao volume de capacidade util da dorna
para Extrato Etandlico de Prépolis Verde (EEPV) e 2 ug mL™" para Extrato Etandlico
de Prépolis Marrom (EEPM).

3.4. Preparo dos mostos

Os colmos foram submetidos ao processo de extracdo em moenda, sendo o
caldo extraido filtrado em tela de 60 mesh, para remogao de impurezas grosseiras
(bagacilho, terra). Este foi padronizado em 16°Brix a temperatura ajustada para 28 a
32°C, originando o Mosto 1.

Para o preparo dos dois mostos ndo houve correcdo do pH. Utilizou-se o
mosto considerando apenas o pH natural do caldo de cana, atendendo a
recomendacgao técnica para emprego da levedura CA-11.

Para obtencao do Mosto 2, o caldo padronizado para 16°Brix, recebeu adigao
de hidroxido de calcio 6°Bé até atingir pH 6,0. A seguir foi aquecido até a fervura
possibilitando a reacdo entre o calcio e o fosforo presente na solucdo
(ALBUQUERQUE, 2011). O caldo aquecido foi transferido para um decantador de
inox, com prévia adigdo de extrato de folhas de Moringa oleifera Lamarck, preparado
conforme Ghasi, Nwobodo e Ofili, 2000 na dosagem de 5 mg L' (COSTA et al.,
2014), para auxiliar a sedimentagao dos flocos formados. Apds 1 hora em repouso, 0
sobrenadante foi sifonado, originando o TFQ, que foi resfriado a temperatura
ambiente.

As caracteristicas quimico-tecnolégicas dos caldos e mostos foram
determinadas através das analises de pH, agucares redutores totais (ART) (Lane e
Eynon, 1934) e acidez total (CTC, 2005).
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3.5. Levedura

Utilizou-se levedura S. cerevisiae CA-11, de alta capacidade floculante,

recomendada para produgao de cachacga (Figura 1).

Figura 1: Aspecto da caracteristica floculante da levedura CA-11

3.5.1. Preparo do inéculo

A etapa de multiplicacdo, adaptacéo e ativacdo das células, ocorreu a partir
de30glL " do fermento seco. Procedeu-se a hidratacdo prévia do mesmo com 600
mL de agua potavel. Apds 30 minutos realizou-se a primeira alimentacdo com 3,0 L
de caldo estéril a 10°Brix, seguida da adi¢ao dos 6,0 L de caldo restante, quando se
verificou a redugao do Brix do mosto para 2°. Este processo era repetido até a

obtencdo da massa de células necessaria para compor o pé-de-cuba.

3.5.2. Processo fermentativo

As fermentagdes foram conduzidas em dornas de ago inoxidavel de fundo
cdnico, com capacidade util de 6 L, através do sistema de batelada alimentada, com
recuperacao do fermento por sedimentacao.

Para o 1° ciclo de cada repeticao, o “pé-de-cuba”, foi preparado a partir da
adicdo de 7,5% de fermento ativado, previamente diluido em 1,5 L de mosto a
6°Brix. Foram realizadas duas alimentagdes sendo a primeira de 2,0 L de mosto e a
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segunda de 2,5 L de mosto a 16°Brix, em intervalos de 30 minutos e 90 minutos,
respectivamente.

O final da fermentacgao foi estabelecido quando o Brix do vinho apresentava-
se menor ou igual a 1. Apds o término, 2/3 da dorna era sifonado pela abertura
lateral, retirando-se o vinho, que era enviado para o processo de destilagao.

Do 2° ao 5° ciclo, as células de leveduras que permaneceram no 1/3 inferior
da dorna receberam a adigdo de 700 mL de solugdo salina 0,75%, objetivando a
redugao dos teores de elementos toxicos para a levedura, tais como alcool e acidos.
Apds 1 hora em repouso, sifonou-se o excedente, aplicando-se a seguir os biocidas.
O tratamento em que nao se aplicou biocida adicionou-se volume similar de solugao
salina. Apos 1 hora de tratamento, realizavam-se novas alimentagdes, iniciando-se
um novo ciclo fermentativo.

No 3° e 5° ciclo realizava-se a limpeza de fundo de dorna para retirada de

aproximadamente 5% de material inerte e células mortas.

3.5.3. Determinagoes tecnolégicas e microbioldgicas

Foram retiradas aliquotas no inicio e final de cada ciclo fermentativo, para
analises fisico-quimicas (pH e °Brix) e desempenho fisioldgico da levedura, através
de contagem direta por microscopia (viabilidade celular, de brotos e taxa de
brotamento) segundo Lee, Robinson e Wong (1981).

Para realizagdo do plagueamento (método indireto) foram coletadas amostras
do caldo extraido, mosto, pé-de-cuba, apos 1 hora da aplicagdo dos biocidas e 40
minutos da segunda alimentagcdo e ao final da fermentagdo. As amostras foram
inoculadas em meios seletivos para contagem de micro-organismos totais- PCA
(PLATE COUNT AGAR, USFDA, 1995); bactérias lacticas - MRS™ Agar (MAN,
ROGOSA; SHARPE, 1960) com adicdo de cicloheximida (100 mg.L™") e de leveduras
totais - WLN (OLIVEIRA; PAGNOCA, 1988) com adigdo de ampicilina e acido
nalidixico, ambos na dosagem de 500 mg.L™.

Para os 3 meios utilizou-se 2 placas, com 2 repeticdes correspondentes a

cada diluicao seriada. As placas foram incubadas para o crescimento a 32 °C por 24
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horas para o meio PCA e 72 horas para MRS® e WLN" e posterior contagem das
coldnias.

3.5.4. Destilagao do vinho

Para realizagdo das analises dos vinhos objetivando sua caracterizagao,
realizou-se a centrifugacéo a 1650 x g, 25°C, por 5 minutos (centrifuga HIMAC CR
21G), obtendo-se o vinho centrifugado para as seguintes determinagdes: acidez total
(CTC, 2005), pH (leitura direta em potencidometro digital) e glicerol (MACGOWAN et
al., 1993).

Os vinhos dos mesmos tratamentos (repeticoes) foram destilados em
microdestilador de alcool modelo TE-012 Tecnal, com um volume de 60 mL
recuperando 20 mL com concentragdo de 3 vezes para a quantificagdo do teor

alcoolico em densimetro automatizado (Anton Paar DMA-48).

3.5.5. Destilagao para obtencao da cachaca

Ao final das fermentacdes, os vinhos separados por tratamento e repeti¢cdes
foram destilados em alambique de cobre com capacidade total de 10 litros, aquecido
através de fogo direto. As destilagdes foram conduzidas separando-se as fragfes de
cabeca, coracdo e cauda, sendo coletado apenas o0 coragao, correspondente a 80%

(volume) do destilado com graduacéo alcoolica de 38 a 40% a 20°C.

3.56.5.1. Componentes secundarios da cachacga

As cachacas produzidas foram submetidas a analise cromatografica no
Laboratério da Cooperativa dos Produtores de Aguardente de Cana e Alcool do
Estado de Sao Paulo — COPACESP, Barrinha-SP, para a verificacdo da adequacao
aos parametros da legislagdo do Padrao de Qualidade da cachaga ou aguardente de
cana-de-acucar (BRASIL, 2005).
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Foram identificados e quantificados os teores de acroleina, acidez volatil,
acetaldeido, ésteres, metanol, alcodis superiores, propilico, isobutilico, isoamilico em
cromatégrafo gasoso GC Varian 3900, acoplado com software Galaxie
Chromatography, coluna Varian Capillary Column, CP — Wax 52 CB, 30m 0.53mm
1um #CP8738. Injetou-se 1uL de cada amostra nas seguintes condi¢des:
temperatura do injetor: 175°C, temperatura do detector: 210°C, empregando-se

como gas de arraste: ar sintético.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao fisico-quimica dos EEPs

Foram determinados constituintes presentes nos extratos etandlicos de
propolis, que s&o apontados como indicadores de qualidade (Tabela 2). Os
resultados demonstram que os EEPs estdo em conformidade com normas presentes
no “Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade da Prépolis” (Brasil, 2001), o
qual estabele atividade maxima de oxidacdo de 22 segundos, teor de flavonoides
totais minimo de 0,25% (m/m), e resultado positivo para variavel Solubilidade ao
Acetato de chumbo e ao Hidroxido de Sodio.

Tabela 2: Caracterizacdo fisico—quimica dos extratos etanélicos de propolis
realizado no Nucleo de Ciéncia e Tecnologia em Apicultura Racional
(NECTAR), FMVZ / UNESP- Botucatu.

Perfil fisico-quimico EEPV EEPM
Solubilidade ao Acetato de Chumbo Positivo Positivo
Solubilidade ao Hidroxido de Sédio Positivo Positivo
Atividade antioxidante em segundos 22 13

Teor de Flavonoides totais (%) 0,48% 0,70%

4.2. Matéria-prima e mosto

A matéria-prima utilizada para realizagdo deste estudo, em todos os ciclos
fermentativos apresentou caracteristicas tecnolégicas ideais ao processamento, com
valores médios de °Brix préximos a 22,2, pureza acima de 90%, ART da ordem de
18,9%, AR de 0,55%, acidez total proxima a 0,8 g L' H,SO., e pH de 5,3, conforme
recomendado por Ripoli e Ripoli (2009).

ApoOs caracterizacdo da matéria-prima, os caldos extraidos foram
padronizados quanto ao teor de sélidos soluveis (mosto), realizando-se, ou nao,
prévio tratamento fisico-quimico (TFQ). Apo6s este procedimento, verificou-se

decréscimo de 26% para os ART presentes no material a ser fermentado em
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comparagao ao caldo original, fato este decorrente da diluigdo do mesmo. Contudo,
estes valores foram suficientes para que a levedura ativasse seu metabolismo
anaerobio realizando o processo fermentativo através do efeito Crabtree, o qual
induz este micro-organismo a fermentagao alcodlica em substratos com teores de
acucares acima de 6% (VENTURINI FILHO; NOGUEIRA, 2013).

A determinagdo do pH dos mostos, apontou valores médios da ordem de 5,2
para o mosto 1 e de 5,9 para o mosto 2. Esta diferenca era esperada uma vez que
se realizou o tratamento do caldo, elevando-se o pH a 6,0 para o mosto 2. Deve-se
ressaltar que nao foi efetuada correcdo de pH dos mostos antecedendo a inoculagao
com a levedura CA-11, objetivando anteceder suas exigéncias metabdlicas.

A quantificagdo dos teores de acidos totais presentes nos mostos 1 e 2,
indicaram valores médios de 0,6 g L' H,SO, para o primeiro, e de 0,24 a 0,41 g L™
H,SO4 para o segundo, ao longo dos cinco ciclos fermentativos (Tabela 3). A
diferenca de acidez entre os mostos foi decorrente do tratamento prévio fisico-
quimico do caldo, que promoveu a remogao de acidos através de adsorgao/arraste
pelos fosfatos de calcio formados no meio (ALBUQUERQUE, 2011). Deve-se
ressaltar que elevadas quantidades desses compostos, impactam negativamente na
fisiologia da levedura em fermentagdo, reduzindo a quantidade de células vivas
(DORTA et al.,, 2006). Segundo Maiorella et al. (1983), teores de 4% de acidos
organicos na fermentacado foram suficiente para reduzir a viabilidade de células de
levedura em até 80%.

Tabela 3: Resultados médios obtidos para Acidez Total de mosto original (1) e
clarificado (2), utilizados nos ciclos fermentativos.

Mosto 1 Mosto 2
Ciclos Acidez Total Acidez Total
(g L' HyS0,) (gL H,S0,)
1 0,73 A 0,41A
2 0,61 A 0,24 B
3 0,58 A 0,31 AB
4 0,54 A 0,30 AB
5 0,58 A 0,30 AB
Teste F 0,97 ns 4,58 *
DMS 0,35 0,13
CVv 21,40 15,81

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05);, ns=n&o significativo;
CV = Coeficiente de variagao em % ; DMS = Diferenga minima significativa.
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4.3. Processo fermentativo

Durante o desenvolvimento do processo fermentativo, avaliou-se a viabilidade
celular e de brotos do indculo (pé-de-cuba), (Quadro 1 do apéndice). Da sua analise
verificaram-se valores médios superiores a 90% de viabilidade celular e indice de
brotamento proximos a 19%.

Para a viabilidade celular no inicio do processo fermentativo (Figura 2A),
observou-se que o tratamento controle apresentou decréscimo de células viaveis ao
longo dos ciclos, sendo esse comportamento mais acentuado no 4° e 5° ciclo.
Fermentagdes desenvolvidas a partir de mostos tratados com monensina sodica e
EEPM, a porcentagem de fermento ao longo dos ciclos se manteve em crescimento.
Os resultados corroboram com Oliveira Filho (2010), que trabalhando com fermento
comercial prensado, relatou manutengcao da quantidade de células vivas ao longo de
5 ciclos de fermentacao quando aplicou EEPM e redugao para o tratamento controle.

A utilizacdo de EEPV promoveu reducao de 8% de células viaveis, na fase
inicial da fermentacao (Figura 2A), quando se avaliou o 4° ciclo. No entanto, esse
valor foi da ordem de 82%, comportamento esperado. De acordo com Amorim,
Basso e Alves (1996), para que uma fermentagao seja eficiente, as estirpes deve
apresentar viabilidade de 80 a 90% de células viaveis. Assim como para os demais
tratamentos, o TFQ proporcionou elevado numero de células viaveis, da ordem de
87% a 100%.

A viabilidade celular na fase final (Figura 2B) aumentou para todos os
tratamentos utilizados do 1° ao 4° ciclo. Para o 5° ciclo as redugdes foram da ordem
de 84% para o controle, 81% para monensina sddica, 86% para EEPV, 74% para
EEPM e 75% para o TFQ. Esses resultados confrontam os de (BREGAGNOLI,
2006) e (OLIVEIRA FILHO, 2010), que verificaram indices de viabilidade celulares
elevados apenas para os tratamentos com o antimicrobiano sintético. Essa
divergéncia pode ser decorrente das cepas de leveduras empregadas, ou ainda a
condicao ambiental durante o ensaio. (MENDES, et al., 2013) citam que ao término
de uma fermentacao alcodlica € comum observar-se queda da viabilidade celular,

frequentemente atribuida a fatores intrisencos do meio, concentragédo de metabdlitos
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inibidores do processo (etanol, acidos, temperatura). Este fato ndo foi observado
neste estudo, confirmando que a levedura CA-11 apresentou-se adaptada as

condi¢cdes de processo, favorecendo a manutengao de sua atividade metabdlica.
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Figura 2: Desdobramento da interagcao entre tratamentos e ciclos para viabilidade de
brotos da levedura CA-11 na fase inicial e final do processo fermentativo.
Jaboticabal-SP, Safra 2013/2014. Letras maiusculas comparam médias entre ciclos
com mesmo tratamento. Letras minusculas comparam médias entre os tratamentos
de cada ciclo.

Na figura 3 estdo representados os indices de brotamento de células na fase

inicial (3A) e final (3B) da fermentacdo. Sendo os valores da ordem de 5 a 20%
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durante os ciclos no periodo inicial e final da fermentagao. Estes estdo de acordo
com aos determinados por Amorim, Basso e Alves (1996), os quais relatam que a
porcentagem ideal de brotamentos em um processo fermentativo deve variar entre 5
a 15%.

A utilizagdo de EEPV e o TFQ (Figura 3A e 3B) promoveram acréscimos dos
indices de brotamentos no decorrer dos ciclos, enquanto que para o EEPM,
manteve-se estavel na fase final do processo fermentativo.

A alta taxa de brotamentos pode justificar a facilidade de adaptacdo da
levedura em diversas condicbes do substrato, favorecendo a manutencdo da
viabilidade celular. Entretanto o agucar metabolizado pelas leveduras é direcionado
ou para a produgao de etanol, glicerol ou produgao de ATP e biomassa, ou seja, um
elevado indice de brotamento na fermentagcdo etandlica pode promover baixos

indices de etanol e consequente baixa eficiéncia fermentativa (Lima et al., 2001).
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Figura 3: Desdobramento da interacdo entre tratamentos e ciclos para brotamento
de células da levedura CA-11 na fase inicial e final processo fermentativo.
Jaboticabal-SP, Safra 2013/2014. Letras maiusculas comparam médias entre ciclos
com mesmo tratamento. Letras minusculas comparam médias entre os tratamentos
de cada ciclo.

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores de viabilidade de brotos para o
inicio e final da fermentacdo. Para o inicio do processo fermentativo comparando-se
os tratamentos com extratos de propolis, verificou-se maior quantidade de brotos
vivos. Estes resultados diferem dos obtidos por Oliveira Filho (2010) e Halabi (2010),
trabalhando com leveduras PE-2, CAT-1 e fermento prensado comercial, para os
quais relataram valores de viabilidade de brotos igual entre propolis, antimicrobiano
sintético e controle. Neste contexto pode-se destacar a reposta positiva da levedura
CA-11 em meios contendo os EEPs.

Analisando-se este parametro sobre os ciclos fermentativos observou-se
ligeira redugcéo no segundo ciclo, provavelmente associado a menor quantidade de
energia, produzida nesse momento, contribuindo para a redugdo da taxa de
multiplicagdo celular. Entretanto os valores para indice de viabilidade de brotos (p <
0,05) foram superiores a 88%, que podem ser considerado excelente. A taxa de
células e brotos viaveis € importante para manutencado dos niveis de populacido de
leveduras, uma vez que serao reutilizadas nos ciclos fermentativos posteriores,

podendo refletir sobre o rendimento da fermentacdo (RAVANELI et al., 2006).
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Considerando-se a quantidade de brotos vivos no final do processo

fermentativo, verificou-se os menores valores para o tratamento em que se aplicou

EEPM. Confrontando os valores obtidos aos de Oliveira Filho (2010), ndo se

constatou redugdao na viabilidade de brotos nesta etapa fermentativa, que se

equivaleram aos relatados por Halabi (2010).

Tabela 4: Valores médios obtidos para viabilidade de brotos no inicio e final dos

ciclos fermentativos. Jaboticabal-SP. Safra 2013/2014.

Viabilidade de brotos inicio

Viabilidade de

(%) brotos final (%)
Tratamentos (B)
Controle 88,60 B 96,26 A
Mor]epsina 89,40 B 8974 AB
sodica
EEPV 93,56 AB 94,62 A
EEPM 95,97 A 84,94 B
TFQ 91,70 AB 96,55 A
Teste F 5,80 5,92 *
DMS 5,84 9,55
cV 5,29 8,59
Ciclos (C)
1 91,86 AB 91,47 AB
2 88,62 B 96,96 A
3 92,68 AB 89,78 AB
4 90,07 AB 95,56 AB
5 96,00 A 88,32 B
Teste F 3,54" 3,67 *
DMS 6,02 7,82
cV 6,28 8,11
Interacdo BxC 1,67 ns 1,12 ns

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); * significativo ao nivel de
5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05);, ns=nao significativo; CV = Coeficiente de

variagao em % ; DMS = Diferenga minima significativa.
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4.4 Caracterizagao dos vinhos

441 pH e acidez total

Analisando os resultados de acidez e pH obtidos nas trés repeticdes durante
os cinco ciclos fermentativos (Figura 4A), verificou-se que os tratamentos com
antimicrobiano sintético, EEPV, EEPM e TFQ resultaram em menores valores para
acidez total e apresentaram valores mais elevados de pH (Figura 4B). Apontando-se
que este comportamento foi observado a partir do segundo ciclo. Estes resultados
corroboram com Bregagnoli (2006) e Oliveira Filho (2010) que também constataram
reducao de acidos totais quando se empregou algum controle antimicrobiano.

De acordo com Amorim e Oliveira (1982), os micro-organismos contaminantes
do processo fermentativo provocam um aumento da acidez do meio, devido a maior

producao dos acidos fixos e volateis produzidos pelas bactérias.
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Figura 4. Desdobramento da interagcédo entre tratamentos e ciclos para pH e acidez
total dos vinhos. Jaboticabal-SP, Safra 2013/2014. Letras maiusculas comparam
meédias entre ciclos com mesmo tratamento. Letras minusculas comparam médias
entre os tratamentos de cada ciclo.
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4.5 Glicerol e Teor alcodlico

Na Tabela 5 estdo representados os valores obtidos para teor de glicerol em
vinhos obtidos através de fermentagao provenientes de diferentes biocidas.

O glicerol € uma molécula sintetizada pela levedura a fim de manter equilibrio
redox celular, o qual é alterado quando da formagao de acidos organicos e biomassa
(Lima et al., 2001). Neste contexto, observou-se o controle bacteriano resultou em
menor producido de acidos e, consequentemente, menores teores deste composto.

Ressalta-se que este comportamento foi mais acentuado para os vinhos
tratados EEPM, com reducgéo de 0,21% em relagdo ao tratamento controle (Tabela
5).

Estes resultados sédo superiores aos obtidos por Ferrari (2014), que
trabalhando com processo fermentativo visando producdo de etanol em escala
industrial, obteve resultados que variaram de 0,23 a 0,40% de glicerol. Entretanto
inferiores aos obtidos por Balli et al., (2003), que em fermentagcdo de sacarose a
33°C verificaram valores da ordem de 1,10%.

O glicerol é formado na mesma via de sintese do etanol, que por um desvio,
em fungédo da competicdo pela utilizagdo do poder redutor (NADH), motivo pelo qual
a sintese deste composto € inversamente proporcional a do etanol. Portanto sua
formacgao pode interferir no processo fermentativo de forma desfavoravel (WANG et
al., 2001). Ingledew (1999) relata que a formacdo de glicerol € comum até em

concentracdes de 1% no processo para produgao de etanol.
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Tabela 5: Valores médios e resultados da analise de variancia para caracteristicas
quimico-tecnoldgicas do vinho quanto a produgao de glicerol.

Glicerol
(%)
Tratamentos (B)
Controle 0,69 A
Monensina 0,59B
sodica
Propolis Verde 0,59 AB
Propolis Marrom 0,48 C
TFQ 0,63 AB
Teste F 12,71**
DMS 0,10
CV 14,09
Ciclos (C)
1 0,58 A
2 0,57 A
3 0,58 A
4 0,62 A
5 0,62 A
Teste F 1,09 ns
DMS 0,09
CV 15,63
Interagao BxC 1,88 ns

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); * significativo ao nivel de
5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05);, ns=néo significativo; CV = Coeficiente de
variagao em % ; DMS = Diferenga minima significativa.

No quadro 2 do apéndice, estdo apresentados os resultados obtidos para os
teores de etanol produzidos nos diferentes tratamentos. Os valores variaram de 6 a
7%. Da sua analise verifica-se que nao houve influéncia significativa destes sobre o
teor alcodlico dos vinhos. Resultados semelhantes foram relatados Bregagnoli
(2006) e Oliveira Filho (2010) que observaram teores entre 6 e 7% em fermentagao
com fermento comercial prensado. Comportamento semelhante foi relatado por
Bergamo e Uribe (2013) em fermentagdo com levedura CA-11 para produgédo de

etanol.
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4.6 Avaliagoes microbiolégicas

A populagédo microbiana natural do caldo de cana € composta por bactérias e
leveduras que interagem no decorrer da fermentagdo. Uma alta populagdo
bacteriana pode interferir na produgdo dos compostos responsaveis pelo sabor e
aroma da bebida (ANJOS et al., 2006).

Os resultados obtidos para as avaliagdes microbiologicas indicaram que a
matéria-prima empregada neste estudo, apresentava-se com excelente qualidade
demonstrando baixo numero de contaminantes no caldo extraido e mosto (Tabelas 6
e 7). Este desempenho é o resultado do manejo adequado dos colmos, que eram
cortados manualmente, sem queima prévia da palha, sendo imediatamente enviado
para a extragcdo do caldo e processamento. Neste sentido, os micro-organismos
identificados através dos meios de cultura especificos, correspondem a microbiota
natural presente no ecossistema produtivo, sendo da ordem de 10° UFC mL™, o que
representa niveis aceitaveis e normais de contaminantes. Para o mosto, observou-
se ligeira tendéncia de aumento de contaminantes no decorrer dos ciclos. Embora,
tenha sido significativa para bactérias e para micro-organismos totais, os valores
também se mantiveram da ordem de 10°. De acordo com a literatura, quando a
contaminacéo bacteriana atinge niveis superiores a 10® células mL™" de mosto, pode
ocorrer uma significativa queda no rendimento alcodlico (AMORIM; OLIVEIRA,
1982).

Tabela 6: Valores médios obtidos para contagem de bactérias lacticas (MRS+),
micro-organismos totais (PCA) e leveduras (WLN+) em Unidades Formadoras de
Colénia (UFC) nos caldo referentes aos ciclos fermentativos 1, 3 e 5.

Micro-organismos

Bactérias Lacticas Leveduras

Ciclos (UFC mL™" x 10°) (UFC-Ir-r:)Ifﬂlsx joh  (UFCTLT x 109
1 0,20 C 168C 0,20 A
3 0.67 B 3,35 B 0.45 A
5 140 A 430 A 0.35 A
Teste F 1753,00 83,80 ** 190 ns
DMS 0,08 0,85 0,54
cv 2,69 6.57 38,73

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); ns=ndo significativo; CV =
Coeficiente de variagdo em %; DMS = Diferenga minima significativa. Letras
minusculas comparam valores na coluna.
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Tabela 7: Valores médios obtidos para contagem de bactérias lacticas (MRS+),
micro-organismos totais (PCA) e leveduras (WLN+) em Unidades Formadoras de
Colénia (UFC) no mosto referente aos ciclos fermentativos 1, 3 e 5.

Micro-organismos

Bactérias Lacticas Leveduras

Ciclos (UFC mL™" x 10°) (Uchﬂ'Sx jh  (UFCLT x 109
i 0,53 A 2,30 AB 0,54 AB
3 0,29 C 6,00 A 0,17 B
5 0.45 B 1018 1,00 A
Teste F 1713,00 9,87 * 10,40 *
DMS 0,02 4,85 0,75
cV 0.96 37,56 31,60

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); * significativo ao nivel de
5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05);, ns=nao significativo; CV = Coeficiente de
variagdo em % ; DMS = Diferenga minima significativa. Letras minusculas comparam
valores na coluna.

Os valores médios obtidos para a populacdo de bactérias lacticas, micro-
organismos totais e leveduras coletadas nas diferentes fases do processo: pé-de-
cuba, inicio e final estdo apresentados nos Quadro 3, 4 e 5, do apéndice,
respectivamente.

Da interacao entre biocidas e ciclos para a populacdo de bactérias lacticas
(Figuras 5A, B e C), avaliando-se o desempenho dos tratamentos estudados,
verifica-se para o pé-de-cuba, comportamento semelhante para o primeiro e terceiro
ciclos de fermentacdo, com baixo numero de contaminantes. Para o quinto ciclo
houve aumento desproporcional de bactérias para o tratamento fisico quimico
(TFQ). Este nédo era o resultado esperado, uma vez que este tratamento de modo
geral contribui de modo significativo para a redu¢do de contaminantes nos mostos.
Portanto, pode se dizer que apesar de todos os cuidados tomados durante os
procedimentos de analise, algum erro experimental pode ter ocorrido, resultando em
aumento significativo dos contaminantes, embora ainda em 106 UFC mL .

Com relacao aos valores determinados para o inicio e final da fermentacao
(Figuras 5B e C), verifica-se que estes se apresentaram um pouco superiores,
entretanto ainda da ordem de 10° UFC mL™". Este fato pode estar relacionado a
utilizagdo do mosto sem ajuste dos valores de pH. Assim, com pHs da ordem de 5,5

pode ter favorecido o desenvolvimento destas bactérias.
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Considerando-se a populacao de leveduras presentes, observou-se que, no
pé-de-cuba havia maiores quantidades destes micro-organismos em relagdo aos
demais tempos amostrados (Figura 6A). Este resultado era esperado, uma vez que
ao final do processo fermentativo, as células de leveduras sedimentaram, sendo,
reutilizadas posteriormente. Desta maneira a concentragédo de leveduras por mililitro
aumentou. Comparando-se os tratamentos, verificou-se que, de modo geral, a
aplicacdo de biocidas e o TFQ do caldo, ndo resultaram em decréscimo da
quantidade de leveduras durante os trés diferentes tempos amostrados (Figura 6A,
B e C) em comparagdo com o tratamento controle. Tais resultados também foram
observados por Oliveira Filho (2010). Cabe destacar ainda que durante os 5 ciclos
fermentativos a populacdo de leveduras, nos tratamentos em que se utilizaram
biocidas, permaneceu constante para os trés tempos amostrados. Todavia,
observaram-se ligeiros acréscimos de colénias no final do 5° ciclo para os
tratamentos controle e TFQ (Figura 5C); provavelmente estes resultados sé&o
decorrentes de erros experimentais ocorridos durante a amostragem previamente a
inoculagao no meio de cultura.

Avaliando-se a concentracdo de micro-organismos totais para todos os
tratamentos estudados, (Figura 7A, B e C), nos trés diferentes tempos de
amostragens, durante os 5 ciclos fermentativos, verificou-se populagdo de micro-
organismos da ordem de 10° UFC mL™", comportamento similar aos apresentados no

meios de cultura WLN.
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Figura 5: Desdobramento da interacdo entre biocidas e ciclos para contagem de
bactérias lacticas em Unidades Formadoras de Colbnia (UFC) no A- Pé-de-Cuba
(PDC); B-Inicio; C-Final da fermentag&o. Letras maiusculas comparam médias entre
ciclos com mesmo tratamento. Letras minusculas comparam médias entre os
tratamentos de cada ciclo.
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Figura 6: Desdobramento da interagdo entre biocidas e ciclos para contagem de
leveduras em Unidades Formadoras de Colonia (UFC) no A- Pé-de-Cuba (PDC); B-
Inicio; C-Final da fermentagéo. Letras maiusculas comparam médias entre ciclos
com mesmo tratamento. Letras minusculas comparam médias entre os tratamentos
de cada ciclo.



47

A
20
O 18
£ 16
g4
2212
» X10
o~
EEL 8 <
Q2 6 © aA
52
2> 4 e < g
5 2 ISP
S 0
= 3 5
B
3
()
S 2.5
° 5
n ~
S x 7
-é.gl_gl1’5 <<Eu <
5 2 % i 0 <
1 © ©
8305 Q % g SNZ <
S ’ o § % S 38
1 3 5
c 1) 3
@
= 6‘2’5
g 2 2
g_x 15
o
SEE o 23°%q
g 0,5 ® E ©
5 £ o m - EEE RN m
@]
5 = 1 3 5
=
Ciclos

B Controle BEMonensina sédica EEEPV ®EEPM mTFQ

Figura 7: Desdobramento da interagcdo entre biocidas e ciclos para contagem de
micro-organismos totais em Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) no A- Pé-de-
Cuba (PDC); B-Inicio; C-Final da fermentacédo. Letras maiusculas comparam médias
entre ciclos com mesmo tratamento. Letras minusculas comparam meédias entre os
tratamentos de cada ciclo.
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4.7 Componentes secundarios da cachaga

Os resultados para componentes secundarios das cachagas estao
apresentados na Tabela 8. Verificou-se auséncia de acroleina e carbamato de etila
nas amostras analisadas.

Para a acidez volatil, as cachacas provenientes dos tratamentos com EEPM,
EEPV e monensina, apresentaram os menores valores em relacdo aos demais
tratamentos, podendo atribuir este fato a baixa atividade bacteriana no meio,
proporcionada pelo controle eficiente destes antimicrobianos.

Em relagdo ao acetato de etila, principal éster encontrado na cachacga, os
maiores teores foram quantificados com a aplicagao dos extratos de propolis verde e
marrom. Este composto, quando presente em por¢des adequadas contribui de forma
marcante para o aroma agradavel de frutas na bebida. No entanto, de modo
semelhante, os aldeidos, produtos considerados intermediarios na formacao dos
acidos ou alcodis superiores, apresentaram concentragdes que variaram de (22,0 e
18,00 mg 100 mL™" de alcool anidro). Resultados concordantes foram observados
por Oliveira Filho (2010), em que para o tratamento em onde se empregou extrato
de prépolis verde foram produzidos maiores teores de acetaldeido ao longo dos
ciclos fermentativos. Entretanto relativamente inferiores ao valor de 28,72 mg 100
mL™" de alcool anidro, apresentado por Alcarde, Monteiro e Belluco (2012), em
aguardente bi-destilada, fermentada por levedura CA-11.

A menor concentragdo de metanol (3,6 mg 100 mL™" de alcool anidro), alcool
particularmente indesejavel na bebida, proveniente da atividade de enzimas
pécticas, foi encontrada para o TFQ, valor proximo aos obtidos de Bregagnoli (2006)
que variaram de (2 e 3 mg 100 mL™" de alcool anidro). Este resultado reforga a
importancia do preparo do caldo de cana, com sistemas de filtracdo e decantacéao, a
fim de promover maxima remogéo de bagacilhos e demais impurezas para compor o
material a ser fermentado.

Os alcoois superiores, em especial aqueles com até cinco atomos de carbono

apresentam odores caracteristicos, sendo compostos importantissimos na definicdo



49

do sabor e do aroma de bebidas destiladas, destacando-se os alcoois amilico e
propilico, e seus respectivos isdbmeros (LIMA, 2012 e MONTEIRO, 2010).

As cachaca para os diferentes tratamentos apresentaram concentragcao de
alcool isoamilico entre 68,7 a 90,2 mg 100 mL™ de alcool anidro, o que representa
55,4% a 54,83% da fragao dos alcodis superiores. Considerado dentro do esperado,
uma vez que segundo Cardoso (2013), entre os principais alcodis superiores
encontrados nas bebidas alcoolicas, o isoamilico € o principal alcool superior
formado durante a fermentacdo e, pode perfazer 40-70% desse composto
secundario. Entretanto foram valores em torno de 20% inferior aos 74,2%
representados pela concentragdo de 141,31 mg 100 mL™ de alcool anidro, para o
isoamilico segundo Alcarde, Monteiro e Belluco (2012), em aguardente bi-destilada,
fermentada por levedura CA-11. Nesse mesmo contexto, os EEPs marrom e verde
resultaram em maiores concentracdes de alcool propilico, representando 27% do
total de alcodis superiores, frente aos 7,7% desses mesmos autores mencionados.

Os valores obtidos para n-butanol foram de 0,6 £1 para todos os tratamentos,
podendo dizer que os mesmos nao influenciaram na concentracdo deste
componente na bebida. Estes valores corroboram com aqueles apresentados por
Bregagnoli (2006), (0,4 a 0,6 mg 100 mL™" de alcool anidro), os quais ndo diferiram
entre os biocidas utilizados. Da analise dos alcodis superiores, foram obtidos para o
EEPV, EEPM teores de 164, 5, 152,1, respectivamente, sendo pouco superiores aos
valores médios obtidos por Oliveira Filho (2010), de 150,0 e 123,0 mg 100 mL™" de
alcool utilizando os mesmos tipos de extratos em 10 ciclos fermentativos.

Deve-se ressaltar que apesar da pequena variagdo nas concentragdes dos
componentes secundarios avaliados entre os tratamentos utilizados, todos se
mostraram com teores expressivamente abaixo dos limites permitidos pelo MAPA.
Portanto, pode se dizer que é plenamente possivel a produ¢do de uma cachacga de

exceléncia.
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Tabela 8: Concentragdo de componentes secundarios em amostras de cachaga produzidas com diferentes tratamentos.

Acidez volatil Esteres Aldeido Metanol Isoami Propi- Isobuti su;;'?ilg-res n- sec-butanol
Tratamentos (acido (acetato de etila)  (acetaldeido) -lico lico -lico butanol
acético)
(mg.100 mL~" de alcool anidro)

Controle 15,0 15,0 17,4 5,2 88,5 36,0 30,1 155,4 0,6 1,7
Monensina

sédica 13,0 13,8 14,1 4,2 778 354 28,0 141,2 0,6 1,6

EEPV 13,0 17,6 22,0 51 90,2 43,6 30,7 164,5 0,7 1,5

EEPM 11,5 17,3 18,5 4,8 82,1 42,0 28,8 152,1 0,6 1,5

TFQ 18,7 11,7 10,3 3,6 68,7 30,6 24,6 123,9 0,6 1,3
PADRAO

MAPA* 150,0 200,0 30,0 20,0 --- 360,0 3,0 10,0

**Alcoois superiores: isobutilico + isoamilico + propilico
*MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. BRASIL (2005).
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5. CONCLUSOES

» Os extratos de propolis verde e marrom, e o tratamento fisico-quimico do caldo,

foram efetivos no controle de contaminantes.
+ A viabilidade celular durante todos os ciclos fermentativos foi superior a 85%.
e A S. cerevisiae CA-11 apresentou performance excelente para a produgao de

cachaga.

e A composicdo do destilado obtido apresentou baixos teores de componentes

secundarios caracterizando produto de qualidade.
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APENDICE

Quadro 1: Valores médios obtidos para viabilidade celular e brotamento no pé-de-
cuba do processo fermentativo, durante 5 ciclos. Jaboticabal-SP, Safra 2013/2014.

Viabilidade Celular Brotamento
(%) (%)
Tratamentos (B)

Controle 91,23 A 20,47 A
Monensina sddica 90,42 A 22,00 A
EEPV 89,13 A 17,59 A
EEPM 90,06 A 18,26 A
TFQ 88,79 A 17,94 A
Teste F 0,54 ns 0,63 ns

DMS 6,24 11,17

CcVv 5,76 48,21

Ciclos (C)

1 90,89 A 17,59 A
2 89,71 A 22,98 A
3 88,42 A 17,21 A
4 89,78 A 17,02 A
5 90,82 A 21,45 A
Teste F 0,94 ns 1,42 ns

DMS 4,21 9,37

CVv 4,49 46,64
Interagao BxC 0,84 ns 0,72 ns

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01);, ns=ndo significativo; CV =
Coeficiente de variagdo em % ; DMS = Diferenga minima significativa. Letras
maiusculas comparam valores na coluna.
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Quadro 2: Resultados obtidos para o teor alcodlico do vinho nos diferentes
tratamentos.

Teor
Alcodlico
(%)
Tratamentos (B)

Controle 7,03 A
Monensina sddica 6,83 A
EEPV 6,77 A
EEPM 6,17 A
TFQ 6,10 A
Teste F 2,78 ns

DMS 1,17

CVv 6,64

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); * significativo ao nivel de
5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05);, ns=n&o significativo; CV = Coeficiente de
variagao em % ; DMS = Diferenga minima significativa. Letras maiusculas comparam
valores na coluna.

Quadro 3: Valores médios obtidos para o numero de colénias em placas para
bactérias lacticas (MRS™), micro-organismos totais (PCA) e leveduras (WLN") no pé-
de-cuba do processo fermentativo, durante os ciclos 1, 3 e 5. Jaboticabal-SP, Safra
2013/2014.

. . . L Micro-organismos
Bactérias Lacticas 9 Leveduras

(UFC mL™" x 10%) (UFCI:Eﬂ'SX 10 (UFCML™ x10%)

Tratamentos (B)

Controle 2,75 Ab 9,85A 6,52 A
Monensina sddica 2,55B 472 B 3,63 BC
EEPV 2,62B 3,11B 295C
EEPM 1,73 B 2,55B 4,32 BC
TFQ 9,35 A 7,38 AB 4,55B
Teste F 6,89 * 12,7051 ** 29,13**
DMS 6,72 4,84 1,401
CVv 76,82 38,08 13,86
Ciclos (C)
1 2,36 B 5,37AB 4,45B
3 2,48 B 3,35B 253 C
5 6,56 A 7,85 A 6,20 A
Teste F 8,00 ** 8,59** 118,37 **
DMS 3,28 2,98 0,65
CVv 70,31 44,02 12,14
Interagao BxC 7,61* 5,15 ** 19,69 **

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); * significativo ao nivel de
5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05);, ns=nao significativo; CV = Coeficiente de
variacao em % ; DMS = Diferenga minima significativa. Letras maiusculas comparam
valores na coluna.
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Quadro 4: Valores médios obtidos para o numero de colénias em placas para
bactérias lacticas (MRS®), micro-organismos totais (PCA) e leveduras (WLN") no
inicio do processo fermentativo, nos ciclos 1, 3 e 5. Jaboticabal-SP, Safra

2013/2014.

Bactérias Lacticas
(UFC mL™ x 10°)

Micro-organismos
Totais
(UFC mL™" x 10°)

Leveduras
(UFC mL™" x 10°)

Tratamentos (B)

Controle 17,75 B 0,20B 0,17 A
Monensina sddica 19,85 B 0,71 A 0,52 A
EEPV 9,43 C 0,28B 0,22 A
EEPM 13,29 BC 0,64 A 0,42 A
TFQ 30,00 A 0,58 A 0,28 A
Teste F 36,90 ** 23,17 ** 3,48 ns
DMS 7,23 0,26 0,43
CVv 17,40 23,90 59,93
Ciclos (C)
1 24,68 A 0,66 A 0,66 A
3 19,34 B 0,46 B 0,13B
5 10,17 C 0,31C 0,15B
Teste F 51,37** 24,70 ** 34,26 **
DMS 3,97 0,14 0,19
CVv 17,92 23,72 50,48
Interagao BxC 19,49 ** 10,82 ** 3,49 *

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); * significativo ao nivel de
5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05);, ns=ndo significativo; CV = Coeficiente de
variagao em % ; DMS = Diferenga minima significativa. Letras maiusculas comparam

valores na coluna.
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Quadro 5: Valores médios obtidos para o numero de colénias em placas para
bactérias lacticas (MRS™), micro-organismos totais (PCA) e leveduras (WLN") no
final do processo fermentativo, durante os ciclos 1, 3 e 5. Jaboticabal-SP, Safra
2013/2014.

Micro-organismos
Totais
(UFC mL™" x 109

Bactérias Lacticas
(UFC mL™" x 10°)

Leveduras
(UFC mL™" x 10

Tratamentos (B)

Controle 29,11 A 1,09 A 0,66 A
Monensina sodica 30,00 A 0,91 A 0,30 A
EEPV 20,95 B 0,96 A 0,64 A
EEPM 20,50 B 0,33B 0,49 A
TFQ 30,00 A 1,02 A 0,68 A
Teste F 155,09 ** 17,77 ** 4,37 ns
DMS 2,23 0,40 0,43
CcVv 3,72 20,63 33,82
Ciclos (C)
1 2457 B 0,83 B 0,48 B
3 23,77 B 0,39 ¢ 0,50 B
5 30,00 A 1,36 A 0,67 A
Teste F 121,97 ** 33,77 ** 6,50 *
DMS 1,19 0,32 0,16
CcVv 3,72 30,45 23,64
Interagdo BxC 244 .88 ** 12,45 ** 23,86 **

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); * significativo ao nivel de
5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05);, ns=nao significativo; CV= Coeficiente de
variacédo em % ; DMS = Diferenga minima significativa. Letras maiusculas comparam
valores na coluna.



