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EFEITO DA CLARIFICACAO NA MICROBIOTA E QUALIDADE DA CACHACA
ORGANICA

RESUMO - Na producdo de cachagca, a presenca de micro-organismos
contaminantes é prejudicial a qualidade da bebida, estes deterioram os colmos e
metabolizam os acUcares presentes para a producédo de compostos indesejaveis. O
objetivo do trabalho foi avaliar a acdo da clarificacdo do caldo e a utilizagcdo do
extrato de sementes de moringa na reducédo de micro-organismos contaminantes da
fermentacdo alcoodlica e a atividade antimicrobiana do extrato sobre duas matérias-
primas diferentes, recém-processada e colmos armazenados por 24h, além dos
reflexos dos componentes e caracterizacdo das cachacas. O delineamento
experimental foi realizado em parcelas subdivididas com trés repeticoes,
empregando-se 3 tratamentos principais: Caldo “in natura”, caldo caleado e caldo
caleado com extrato de semente de moringa como floculante. Os tratamentos
secundarios foram constituidos por colmos recém-colhidos e armazenados por 24
horas. Foram realizadas andlises fisico-quimicas e microbiol6gicas ao longo do
processo de producdo, além de andlises dos componentes e caracterizacdo das
cachacas. A utilizacdo do extrato de semente de moringa na clarificacdo do caldo
resulta em reducao significativa de 41,66% na microbiota total do caldo extraido. A
matéria-prima ndo armazenada apresentou menor quantidade de bactérias lacticas e
leveduras presente no processo fermentativo. As concentracdes dos coeficientes de
congéneres diminuiram 5,27% empregando-se o processo de caleagem e 10% com
0 uso do extrato de sementes de moringa como floculante natural em ambas as
matérias-primas. A reducdo dos compostos deve-se a menor formacéo dos alcodis
superiores nas cachacas. Conclui-se que o extrato de sementes de Moringa oleifera
Lamarck apresenta atividade antimicrobiana sobre a microbiota total da matéria-
prima, reducdo de bactérias lacticas durante o processo fermentativo e menor
formacdo de alcoodis superiores na cachaca. O processamento de matéria-prima
armazenada acarreta em um processo fermentativo com maiores contaminantes e

producdo de compostos indesejaveis.

Palavras-chave: Cana-de-agucar; Antimicrobiano; Moringa oleifera Lamarck;

Matéria-prima; Saccharomyces cerevisiae.



EFFECT OF CLARIFICATION IN MICROBIOTE AND QUALITY OF ORGANIC
SPIRIT

ABSTRACT- In the production of cachaca, the presence of contaminating
microorganisms is detrimental to the quality of the beverage, they deteriorate the
stalks and metabolize the sugars present for the production of undesirable
compounds. The objective of this work was to evaluate the action of broth
clarification and the use of the moringa seed extract in the reduction of
microorganisms contaminating the alcoholic fermentation and the antimicrobial
activity of the extract on two different raw materials, freshly processed and stored
stems For 24 hours, besides the component reflexes and characterization of the
cachacas. The experimental design was carried out in subdivided plots with three
replicates, using 3 main treatments: "In natura" broth, calyx broth and calyx broth with
moringa seed extract as flocculant. Secondary treatments consisted of freshly
harvested stalks and stored for 24 hours. Physicochemical and microbiological
analyzes were carried out throughout the production process, as well as component
analysis and characterization of cachacas. The use of the moringa seed extract in
broth clarification results in a significant reduction of 41.66% in the total microbiota of
the extracted broth. The non-stored raw material showed less lactic acid bacteria and
yeast present in the fermentation process. The concentrations of the congeners
coefficients decreased 5.27% using the chalking process and 10% with the use of the
moringa seed extract as natural flocculant in both raw materials. The reduction of the
compounds is due to the lower formation of the higher alcohols in the cachacas. It is
concluded that the Moringa oleifera Lamarck seed extract presents antimicrobial
activity on the total microbiota of the raw material, reduction of lactic bacteria during
the fermentation process and lower formation of higher alcohols in the cachaca. The
processing of stored raw material entails a fermentation process with higher

contaminants and production of undesirable compounds.

Index terms: Sugar cane; Antimicrobial; Moringa oleifera Lamarck; Raw material,
Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUCAO

Cachaca é a denominagcdo da bebida destilada de mosto fermentado de
cana-de-agucar, produzida exclusivamente no Brasil. Seu consumo, no pais de
origem, corresponde a 50% de todos os destilados, sendo a segunda bebida
alcoodlica mais consumida. Mundialmente ocupa a terceira posicdo no ranking de
bebida destilada (IBRAC, 2015; SEBRAE, 2016).

Atualmente, seu consumo tem sido crescente, assim como a busca por
produtos de qualidade, que atendam os requisitos de seguranca alimentar, nacionais
e internacionais, para tanto. Sob este foco as melhorias nos processos de producéo
séo necessarias.

Avaliando-se a cadeia produtiva verifica-se que diversos micro-organismos,
como as bactérias lacticas, sdo encontrados na matéria-prima. Além destas, a
presenca de leveduras contaminantes, tais como as Schizosaccharomyces,
Debarymomyces, Candida, Pichia, Kloeckera, dentre outras cepas. Considera-se
que estes sdo indesejaveis quando presentes em niveis acima de 10® UFC.mL™,
outra desvantagem € que as leveduras selvagens apresentam baixa taxa de
multiplicacéo, intolerancia ao etanol e baixa eficiéncia fermentativa.

As contaminacfes ocorrem a partir do corte da cana, quando os colmos
podem ser colonizados por essas leveduras e bactérias, iniciando o processo de
deterioracdo, como a formagdo de compostos indesejaveis e multiplicacdo dos
micro-organismos contaminantes. ApOs algum tempo observa-se a reducdo dos
acucares redutores totais, pH e o aumento da acidez do caldo.

Tais compostos séo classificados como congéneres (acidos, eésteres,
aldeidos, furfural, entre outros) e contaminantes organicos (alcool metilico,
carbamato de etila, acroleina, entre outros), que podem impossibilitar a aceitagdo do
mercado consumidor, por influenciar negativamente sobre 0s aspectos sensoriais do
produto, ou ainda, serem toxicos ao ser humano.

Neste contexto, a utilizacdo de recursos nas etapas da producdo pode

resultar em um produto de melhor qualidade, Uma alternativa viadvel para reducéo
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destes micro-organismos contaminantes é o tratamento de caldo que possibilita a
remocdo das impurezas presente no caldo, tais como &cidos organicos, gomas,
lipidios, compostos inorganicos, dentre outros.

Resultados de estudos com o processo de clarificacdo, empregando fontes
naturais que possam substituir a acdo coagulante do polimero sintético, estdo sendo
desenvolvidas atualmente. Dentre as alternativas economicamente promissoras,
destaca-se a Moringa oleifera Lamark com atividade floculativa similar ao polimero
sintético, tanto para a producédo de acucar e etanol. Cabe ainda destacar, além da
atividade floculativa, as sementes possuem proteinas caracteristicas de atividade
antifingica e antibacteriana, tais proteinas pertencem a familia das 2S albuminas,
apresentam estabilidades a alteracdo de pH e ponto de fusdo de 98°C.

Esta pesquisa objetivou avaliar a acéo da clarificacdo do caldo e a utilizacao
do extrato de sementes de moringa na reducdo de micro-organismos contaminantes
da fermentagdo alcodlica e a atividade antimicrobiana do extrato sobre duas
matérias-primas diferentes, recém-processada e colmos armazenados por 24h, além

dos reflexos dos componentes e caracterizacdo das cachacas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cachaca

Cachaca € a denominacdo tipica e exclusiva de aguardente de cana
produzida no Brasil, com graduacédo alcoodlica de 38% a 48% (v/v a 20°C), obtida
pela destilacdo de mosto fermentado de cana-de-acUcar com caracteristicas
sensoriais peculiares (BRASIL, 2005).

Seu consumo, no pais de origem, corresponde a 50% de todos os destilados
e a segunda bebida alcodlica mais consumida, mundialmente, a cachaca é a terceira
bebida destilada mais consumida (IBRAC, 2015; SEBRAE, 2016).

Embora a legislacdo ndo estabeleca distingdo entre os produtos finais das
destilarias industriais e dos alambiques, existem, na pratica, algumas diferengas. A
cachaga conhecida como “artesanal” é geralmente produzida por pequenos
produtores e em menor escala, com a destilacdo do vinho em alambiques, havendo
a separacao de fracdes (cabeca, coracdo e cauda), sendo 80% o coracao (parte
nobre do destilado). A cachaca de coluna é uma bebida produzida geralmente em
escala industrial, utilizando se de colunas para sua destilagdo (OLIVEIRA, 2010).

O estado de Minas Gerais se destaca como maior produtor de cachaca
artesanal de alambique do Brasil, sendo mais de 60% do total produzido, segundo
estimativas da Associacdo Mineira dos Produtores de Cachaca de Qualidade
(BARBOSA, 2013).

A cachaca ganhou destaque e qualidade nos dltimos anos, antes associada
a ideia de bebida desvalorizada e de baixa qualidade. Gradativamente observa-se
gue os consumidores tém desmistificado este conceito, sendo a bebida hoje
comparada a destilados nobres como uisque e vodca (SEBRAE, 2016).

O uso de linhagens selecionadas de Saccharomyces cerevisiae e 0s
cuidados com a contaminagao durante a cadeia produtiva da cachacga sao fatores
determinantes na qualidade do produto final. Por essa razdo a fase fermentativa
merece destaque especial, pois nesta fase podem-se formar compostos secundarios

gue afetam diretamente a qualidade do produto final (ALCARDE, 2014).
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Diante desse atual cenario, tém-se a necessidade de melhorias e controles
mais rigidos que atendam as novas exigéncias do mercado de forma a estimular a
qualidade da bebida.

A qualidade é o fator fundamental para que o produto seja aceito, tendo
caracteristicas e peculiaridades proprias, sendo a da cachaca influenciada por
diversos fatores, como matéria-prima, fermentacdo, destilacdo, envelhecimento
(CARDOSO, 2013).

2.2. Matéria-prima e composicéao tecnoldgica

A matéria-prima que chega do campo a industria esta diretamente ligada a
qualidade do produto final, pois ao processar matérias que nao pertencem a cana-
de-aclcar, estas causam desgastes na moenda, entupimentos das tubulactes
prejudicando tanto o processo fermentativo quanto a producdo de acgucar
(MARQUES et al, 2008).

Mutton & Mutton (1992) ressaltam que para a unidade industrial, a cana-de-
acucar deve atender a um conjunto de parametros tecnoldgicos e microbiolégicos,
0S quais sao constituintes de qualidade. Os principais fatores séo a cultivar da cana,
0 meio ambiente, pragas e doencas e, planejamento agricola, tais como o plantio,
maturacdo e o manejo da colheita.

Outros parametros de qualidade da matéria-prima que sédo avaliados sédo a
genética da planta, tratos culturais, extracdo do caldo, tratamento do caldo,
composicao do caldo, entre outros fatores.

A cana-de-agUcar é constituida tecnologicamente por uma parte insoltuvel (8-
14%) e outra solavel (86-92%). A parte insoluvel é representada pela fibra, sendo
esta composta por celulose, hemicelulose e lignina. A parte solavel € o caldo (86-
92%), sendo este composto por agua (75-82%) e de solidos solaveis (Brix) (18-
25%). Os solidos soluveis sdo formados por acucares (15-24%), constituidos pela
sacarose (14-24%), glicose (0,2-1%) e frutose (0,2-1%); e por ndo agucares (1-2,5%)
como compostos organicos (0,8-1,8%) e inorganicos (0,2-0,7%) (DINARDO-
MIRANDA et al., 2008).
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O caldo da cana possui uma porcentagem significativa de 4cidos organicos,
que podem ser volateis (encontrados em grandes concentragcdes em canas ja em
estado de deterioracdo) e ndo volateis (em maior quantidade em canas em estado
sadio) (RIPOLI & RIPOLI, 2009). Este é representado pela acidez titulavel do caldo
de cana, sendo o principal, o &cido aconitico, porém, o acido oxalico e o acido citrico
também sdo encontrados na cana-de-acucar (FERMENTEC, 2012).

O colmo de cana com deterioracdo elevada resulta em caldo com acidez
acima de 1,5g.L™ de H,SO,, valores ideais sdo menores que 0,8 g.L™* de H,SO,. Os
acidos organicos em quantidade elevada interferem no processo de decantacéo, e
posteriormente a recuperacdo da fabrica (RIPOLI & RIPOLI, 2009). A concentracédo
de acido aconitico € maior nas folhas e ponta do que no colmo, por isso, realiza-se o
corte da ponta. Quanto mais acidos presentes no caldo, maior a quantidade de cal
necessaria para ajustar o pH, pois ocorre a competicdo deste com o fosfato pelo ion
calcio (FERMENTEC, 2012).

Alguns dos compostos fenodlicos presentes no caldo de cana-de-acucar sao
os taninos, derivados da d-catequina (Honig, 1969) e a antocianina que pertence ao
grupo de polifendis, sdo compostos que ao se combinarem com 0s sais de ferro
ocasionam a coloracao do caldo (ALBUQUERQUE, 2011).

O teor de sacarose pode ser reduzido através de reacdes na planta, sendo
causada por danos fisicos a planta ou influéncia de pragas, uma das principais
reducdes é o desvio deste para a sintese de compostos fendlicos, sendo um sistema
de defesa da planta contra o ataque de insetos (SILVA et al., 2005). O aumento da
concentracdo dos compostos fendlicos no caldo interfere na cor do cristal de agucar,
gerando consequentemente menor qualidade e prejudicando o0 processo
fermentativo, da atividade das leveduras.

Os compostos inorganicos sdo 0s nutrientes presentes no solo que séo
absorvidos pela planta, sdo fundamentais para o crescimento e desenvolvimento da
mesma. Estes representam 1% de toda cana-de-acUcar e, mesmo em quantidade
baixa no caldo, os compostos inorganicos influenciam sobre a qualidade do caldo
para producao a producéo.

Os nutrientes disponiveis no caldo extraido desempenham papel de

catalizadores das principais enzimas do processo fermentativo, neste sentido deve-
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se observar a necessidade dos diferentes nutrientes no caldo extraido, e no mosto.
Segundo Amorim (1985) e Fermentec (2004) as concentracdes recomendaveis sdo
de 50 a 150ppm de nitrogénio na forma amoniacal, 700 a 1300ppm de potassio,
200ppm de magnésio, 1 a 5ppm de manganés, zinco, ferro e cobre.

A falta desses nutrientes é prejudicial ao processo, jA que o potassio (K)
constituem um dos ions mais importantes possibilitando a existéncia de gradientes
ibnicos através das membranas celulares, mantendo a pressdo osmoética e o pH. O
magnésio (Mg) desempenha papel importante como co-fator de diversar reacfes
metabdlicas, tal como a producdo de citrato na via glicolitica e a exportacdo de
acetato para o exterior da célula

O calcio (Ca) € um macronutriente fundamental para a cultura da cana-de-
acucar, sendo também constituinte das leveduras. Entretanto, considerando-se o
processo produtivo pode ser considerado elemento que tem efeito negativo para a o
processo fermentativo, podendo causar impermeabilizacéo das celulas.

Quanto ao teor de nitrogénio, de acordo com o Lima et al. (2001), a fonte de
nitrogénio ideal para as leveduras deve ser nas formas amoniacal (NH4"), amidica
(uréia) ou aminica (amino&cidos).

Estes elementos variam em quantidade no caldo conforme a matéria-prima,
havendo predominancia dos alcéis 6xido de potassio (K.0) e 6xido de sédio (Na,O)
sempre na forma ibnica, representando de 50 a 70% do total de cations dissolvidos
no caldo (ALBUQUERQUE, 2011). Alem destes, encontra-se ainda os cations oxido
de magnésio (MgO), 6xido de célcio (CaO), 6xido de ferro (Fe,03), 6xido de aluminio
(Al,O3). Este compostos apresentam diferentes comportamentos quando submetidos
ao processo de clarificacao do caldo (HONIG, 1969).

A clarificacdo do caldo tem por finalidade remover parte destes compostos
presentes no caldo que interferem na qualidade e rendimento do produto final. O
principal objetivo da clarificagéo ou tratamento do caldo é a remocao das impurezas
presentes no caldo extraido (EGGLESTON et al., 2002).
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2.3. Clarificagao do caldo

O processo de clarificacdo consiste em remover impurezas (vegetais,
minerais, etc) presentes no caldo, sendo a mais utilizada a caleagem, sendo este um
alcalinizante de menor custo. Inicialmente separam-se 0s compostos insolluveis no
caldo, como o bagacilho, através do peneiramento, em seguida, remove-se a terra
em suspensao, por acdo de um hidrociclone (ALBUQUERQUE, 2011).

Depois da remocao das impurezas insoluveis, € submetido a adicdo de
calcio, na forma de leite de cal, até faixa de pH 6,0, os quais reagem com fosfatos ja
presentes na solucao, resultando na formacéo de fosfatos de célcio (insoluveis). A
seguir, o caldo caleado é aquecido até ebulicdo para acelerar a reacao entre o calcio
e o fésforo, e coagular proteinas. Apds aquecimento, eliminam-se 0s gases
dissolvidos e o caldo caleado é direcionado para o decantador, para precipitacao
dos fosfatos de célcio formados, além das proteinas e, outros compostos, como 0s
acidos organicos (REIN, 2012).

Objetivando acelerar a sedimentacdo das moléculas insoliveis formadas
adicionam-se polieletrélitos. Estes s&o sintetizados a partir de acrilamidas,
resultando em poliacrilamidas parcialmente hidrolisadas. Sua atividade acelera a
floculacdo das impurezas do caldo, obtendo uma clarificagdo mais rapida e com um
menor volume de lodo. O polieletrolito caracteriza-se por ser solivel em &gua,
apresentar elevado peso molecular e cargas ibnicas livres, desestabilizando as
particulas em suspensao e dissolvidas, que se ligam as impurezas presentes no
caldo e precipitam em grandes flocos, tornando o caldo mais limpido e sem
modificar o pH (ALBUQUERQUE, 2011).

Em estudos do processo de clarificacdo, encontra-se a busca por produtos
de fontes naturais, que possam possibilitar em um processo de producao organico, a
acdo coagulante gerada pelo polimero sintético utilizado no caldo de cana
atualmente pela industria. Entre as alternativas economicamente mais promissoras,

destaca-se a Moringa oleifera Lamark.
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2.4. Processo fermentativo

A principal etapa do processo de producéo é o processo fermentativo, onde
através da oxidacdo anaerobica parcial da glicose, pela acdo das leveduras, ocorre
a formacdo de etanol, CO,, além de outros metabdlitos, como glicerol, acidos
organicos e alcoois superiores (NELSON & COX, 2011). Este processo esta
diretamente associado a qualidade da cachaca, pois € neste que ocorre a producao
da maioria dos compostos formadores do aroma e sabor que caracterizam a bebida
(CANUTO, 2013).

Deve-se destacar que para que ocorra a fermentacdo, € imprescindivel a
padronizacdo do caldo extraido quanto a determinadas condi¢des fisico-quimicas
(mosto), objetivando a maximizacdo da eficiéncia fermentativa. Essas adequacdes
sdo: aclicares (14 a 16°Brix), pH (4,5), acidez (2,5 a 3g.L™ de H,S0O,), Nutrientes e
Temperatura (28-32°C) (LIMA et al., 2001).

Além do preparo do mosto, deve-se considerar a levedura a ser inoculada,
uma vez que estas sdo fundamentais para a producdo de moléculas que conferem
as caracteristicas sensoriais a bebida. Os fermentos sdo classificados como
“selvagem”, prensado e selecionado. O primeiro € derivado das leveduras presentes
na matéria-prima, sendo o segundo e o terceiro adquiridos em centros comerciais
especializados. Atualmente na cadeia produtiva da cachaca no Brasil utilizam-se os
trés tipos de leveduras. Entretanto, admite-se que o uso de um micro-organismo
selecionado para este processo, promove uma bebida de melhor qualidade (LIMA et
al., 2001).

Embora o processo de fermentacéo alcodlica realizada pela levedura seja a
principal via de producdo de compostos que caracterizam a bebida, ha outras
fermentacdes, promovidas por micro-organismos contaminantes, que também
conferem a qualidade do produto final. Neste sentido, podem-se citar as
fermentacdes laticas, butilicas, entre outras (SOUZA, et al., 2013).

Essas fermentacdes secundéarias podem ser realizadas por 180 diferentes
espécies de bactérias. Contudo, os principais agentes presentes nas fermentacdes
da cachaca sdo dos géneros Bacillus e Lactobacillus, indesejaveis em

concentracdes de 10° UFC.mL™, além de algumas leveduras contaminantes, como
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as Schizosaccharomyces, Debarymomyces, Candida, Pichia, Kloeckera, dentre
outras cepas. Essas leveduras apresentam baixa taxa de multiplicacdo, tolerancia ao
etanol e baixa eficiéncia fermentativa (ALCARDE, 2014; AMORIM, 2005).

2.5. Compostos secundérios e a qualidade da cachaca

Em condic¢des industriais, ha desvios na rota metabdlica das leveduras de
10% do acgucar consumido para formacédo dos compostos secundarios, conhecidos
como, congéneres (componentes secundarios ou volateis “n&o alcool”). Sendo estes
a soma de: aldeidos, alcool superiores (expressos pela soma dos alcoois superiores,
acidez volatil, ésteres totais, furfural + hidroximetilfurfural) (FILHO, 2010).

Sao justamente estes componentes que ddo a cachaca gosto-bouquet
especiais, caso ao contrario, seria simplesmente uma solucéo hidro-alcéolica com
gosto e cheiro tipicos de éalcool (VALSECHI, 1960). Oriundos de reacdes que
ocorrem, principalmente, durante o processo fermentativo ou na destilacdo e
armazenamento em barris de madeira. Podem proporcionar ao produto aromas
delicados ou agressivos, qualidade desejavel ou ndo, assim a importancia do
controle de seus teores no produto final (CARDOSO, 2013).

Os compostos volateis destilam segundo trés critérios: ponto de ebuli¢do,
afinidade com alcool/agua e teor alcodlico no vapor durante a destilacao, sendo que
em funcdo do grau de volatilidade, o destilado é dividido em trés fracdes: cabeca,
coracdo e cauda (LEAUTE, 1990). Sendo o metanol e acetaldeido destilados
principalmente na fracdo cabeca e os alcoois superiores nas fracdes coracao e
cauda.

Conforme preconiza as InstrucBes Normativas n° 13/2005 e n° 28/2014 do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, ha limites estabelecidos para
dar harmonia ao produto e seguranga ao consumidor, no que se refere a toxicidade
do elemento. Apresentada como composi¢cdo quimica e requisitos de qualidade, a
soma dos Congéneres nao devera ser inferior a 200mg e nem superior a 650mg por
100mL de alcool anidro, devendo os componentes estar compreendidos entre 0s

limites expressos na Tabela 1 e estruturas quimicas na Figura 1.



18

Tabela 1 - Limite dos compostos secundarios na cachaca.

Componentes Méximo

Acidez volatil, expressa em acido acético em mg.100mL™ de &lcool anidro 150

Esteres totais, expressos em acetato de etila, em mg.100mL™ de &lcool

. 200
anidro
Aldeidos totais, em acetaldeido, em mg.100mL™ de &lcool anidro 30
Soma de Furfural e Hidroximetilfurfural, em mg.100mL™ de &lcool anidro 5

Soma dos alcoois isobutilico (2-metilpropanol), isoamilicos (2-metil -1- 360 -
butanol +3 metil-1-butanol) e n-propilico (1- propanol),em mg.100mL™ de 360
alcool anidro

(BRASIL, 2005)

Também prevista nas mesmas Instrucdes Normativas a presenca de
contaminantes (organicos e inorganicos) sao estabelecidos em parametros

maximos, garantindo assim, maior qualidade e saude para o consumidor.
Contaminantes Organicos:

e Alcool metilico em quantidade ndo superior a 20,0mg.100mL™ de alcool
anidro.

e Carbamato de etila em quantidade n&o superior a 210ug.100L™,

e Acroleina (2-propenal) em quantidade ndo superior a 5mg.100mL™ de &lcool
anidro.

e Alcool sec-butilico (2-butanol) em quantidade n&o superior a 10mg.100mL™ de
alcool anidro.

e Alcool n-butilico (1-butanol) em quantidade ndo superior a 3mg.100mL™ de

alcool anidro.
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Contaminantes Inorganicos:

e Cobre (Cu) em quantidade ndo superior a 5mg.L™ (cinco miligramas por litro)

e Chumbo (Pb) em quantidade n&o superior a 200ug.100L™ (duzentos
microgramas por litro).

e Arsénio (As) em quantidade ndo superior a 100pg.100L™ (cem microgramas
por litro).

Alcodis superiores

Esteres

Aldeidos

Acidos organicos

Fonte: Adaptado Alcarde (2014)
Figura 1 — Principais compostos secundarios encontrados na cachaca.



20

2.5.1. Alcoois superiores

Os alcodis superiores sdo compostos formados por mais de dois atomos de
carbono, sua formacdo ocorre durante o processo fermentativo, proveniente de
reacOes de degradacdo de aminoacidos. Esses compostos, formados por até cinco
atomos de carbono, tornam-se oleosos e apresentam odores caracteristicos de
bebidas destiladas, dando a caracteristica do “buqué” das bebidas, com aroma de
flores (ALCARDE, 2014)

Os alcoois superiores apresentam propriedades biolégicas, depressores do
sistema nervoso central, entretanto, ndo provocando acidose nem lesdo na retina
(CARDOSO, 2013).

Os principais alcodis superiores encontrados sédo os isobutilico (2-metil
propanol-1), amilico (pentanol-1), isoamilico (3-metilbutanol-1), sec-butilico (butanol-
2), propilico (propanol-1) e butilico (butanol-1). A formag&o destes compostos é
maior em leveduras de baixa atividade, elevadas temperaturas, baixo pH do mosto,
canas armazenadas e o processamento de pontas, devido a maior quantidade de
aminoécidos (CARDOSO, 2013).

2.5.2. Esteres

Os ésteres compdem a maior classe de compostos aroméaticos nas bebidas
alcodlicas, apresentando aroma tipico, agradavel, pungente e suave para a
formacéao do “buqué”, caracterisco frutado.

Sdo compostos formados principalmente por reacdes de esterificacao,
através de reacodes entre alcodis e acidos carboxilicos, durante o processo oxidativo
(ALCARDE, 2014), sua formagédo ocorre durante o metabolismo secundario
intracelular das leveduras durante o processo fermentativo.

Dentre os ésteres formandos, o principal presente nas cachagas € o acetato
de etila, seguido pelo lactato de etila, representando 95% destes compostos na
bebida, entretanto, em grandes quantidades, confere a bedia um sabor indesejavel e
enjoativo (ALCARDE, 2014; CARDOSO, 2013).
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2.5.3. Aldeidos

Os aldeidos s&do compostos muito volateis, encontrados em maior
concentragcado na fragdo “cabecga”, apresenta odor penetrante, que afetam o “buqué”
da bebida. Sua formacéo ocorre através da levedura, em estagios preliminares ao
processo fermentativo. Através de reacfes de oxidacdo de aminoécidos, alcodis ou
acidos graxos, dentre eles, os mais encontrados sdo o acetaldeido, formaldeido e
propenaldeido (2-propenal, acroleina) (ALCARDE, 2014).

Outros aldeidos formados com até oito 4&tomos de carbono apresentam
aromas penetrantes e enjoativos. Ja os aldeidos com mais de dez &tomos de
carbono apresentam aroma mais agradavel aos consumidores. Sua formacao
exessiva pode causar intoxicacdo, levando a sérios problemas relacionados ao
sistema nervoso central (CARDOSO, 2013).

2.5.4. Furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF)

O furfural e 5-hidroximetrilfurfural sdo aldeidos que apresentam forma liquida
oleosa incolor, com odor peculiar, podendo formar cor amarelada ou castanha
mediante a exposicdo ao ar e luz. Afetam o sistema nervoso central, podendo
causar dermatite, irritacdo da mucosa e trato respiratéria. (AZEVEDO et al., 2007).

Sua formacédo é decorrente pela queima da palha da cana antes da colheita
e pela pirogenacdo de pentoses e hexoses residuais da fermentacdo durante a
destilagédo do vinho (ALCARDE, 2014).

2.5.5. Acidos organicos

Dentre os acidos organios, o mais presente € o acido acético, representando
90 a 93% do conteudo total de acidos da bebida. Sua presenca d& a bebida uma
caracteristica acida e desagradavel ao consumidor (ALCARDE, 2014).

Sua formacao é decorrente por contaminacdo da cana ou do préprio mosto

por bactérias acéticas e ou por aeracdo do mosto durante o processo fermentativo,
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estimulando a levedura metabolizar os agUcares para a producdo desse composto
(ALCARDE, 2014; CARDOSO, 2013)

2.5.6. Metanol

Composto indesejavel a bebida, o metanol € uma molécula formada por um
anico carbono, sua formacdo € decorrente da degradacdo da pectina, um
polissacarideo presente na cana-de-acucar (CARDOSO, 2013).

A molécula da pectina corresponde a um polimero formado pela associacdo
de centenas de moléculas de acido galacturdnico, que possuem fragmentos de
moléculas de metanol. Durante o processo fermentativo, a pectina sofre hidrolise
acida ou enzimética, liberando este composto (ZACARONI et al., 2011).

Este composto é metabolizado pelo consumidor da mesma forma que o
etanol, sendo toxico a salude humana, este composto apresenta velocidade menor
de oxidacdo. O seu consumo excessivo pode causar dores de cabeca, nausea,

cegueira e até a morte (CARDOSO, 2013).

2.5.7. Carbamato de etila

O carbamato de etila é um éster etilico do acido carbamico, conhecido como
uretana ou etiluretana, de aparéncia incolor, apresenta sabor salino refrescante e
levemente amargo (CARDOSO, 2013). Composto natural presente em alimentos
proveniente de fermentacdo, como queijos, paes, bebidas alcodlicas, dentre outros
(LACHENMEIER et al., 2010).

Seu controle é de suma importancia devido ao seu potencial genotdxico e
carcinogénico. Pesquisas indicam que quase a metade das aguardentes e cachacas
produzidas no Brasil apresenta concentracdes de carbamato de etila acima do limite
méaximo permitido (Riachi et al., 2014), segundo a Instrucdo Normativa n° 28/2014,
de 210pg.L™.

Sua formacdo ainda € incerta, alguns estudos indicam que podem ser

formados antes, durante ou depois da destilacdo, porém seu principal precursor é o
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cianeto de hidrogénio, oriundo principalmente da uréia e seus derivados. (ANJOS et
al., 2011; MENDONCGCA et al, 2016)

2.5.8. Contaminantes inorganicos

Dentre o0s contaminantes inorganicos, 0s principais encontrados nas
cachacas séo cobre (Cu), chumbo (Pb) e arsénio (As). Presentes na bebida, esses
compostos podem ser oriundos de embalagens, soldas de ligas metalicas do
material utilizado na construcdo do destildador ou até da matéria-prima, com a
aplicacdo de produtos agroquimicos, como herbicidas, inseticidas e fungicidas ou
até pelo solo (CARDOSO, 2013; GOMES NETO, 2009).

O cobre é o principal contaminante inorganico, de presenca necessaria, este
favorece a qualidade da cachaca, atuando como catalisador durante a destilagéo,
eliminando odores desagradaveis, como os sulfetos. Entretanto em concentr¢do
maxima exigida pela legislacdo de 5mg.L™* (BRASIL, 2005). Seu excesso pode ser

decorrente de falta de higienizacdo do alambique, com a formacéo do azinhavre.

2.6. Moringa oleifera Lamark

A Moringa oleifera Lam. é uma espécie arborea, originaria da india, pertence
a familia Moringaceae, encontrada com frequéncia na regido Nordeste do Brasil.
Seu cultivo ocorre em regies onde ela normalmente é utilizada gragas ao valor
alimentar das folhas, frutos verdes, flores e sementes. Pode ainda ser utilizado como
forrageira, culinaria, na industria de cosméticos e combustiveis (madeira e 6leo).

Conhecida como floculante de aguas impuras, a moringa é utilizada em
processos de clarificacdo de agua, apresentando atividade similar aos floculantes
artificiais, tal como o sulfato de aluminio. Suas sementes apresentam proteinas
soltveis em agua (SCHWARZ, 2000).

Segundo Galldo et al. (2006) as sementes da moringa apresentam cerca de
40% de proteina, caracterizada por ser catidnica dimérica de alto peso molecular,
que desestabiliza as particulas contidas na agua e através de um processo de

neutralizagédo e adsorc¢éo, floculam e sedimentam os coléides formados.
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Freire et. al. (2015) apontam que em semente de moringa encontram-se até
4 isbmetos desta proteina, sendo elas MOCBP3-1, MOCBP3-2, MOCBP3 E
MOCBP3-4, que apresentam diferentes aminoacidos. As quais ndo pertecem a
familia das proteinas conhecidas pela capacidade floculativa, as 2S albunias, além
de atividade antifingica e antibacteriana, como relatada por Ullah et al. (2015), tais
proteinas apresentam estabilidades a alteracéo de pH e ponto de fusao de 98°C

De acordo com Okuda et al. (2001) e Bathia et al. (2007) ha diversos
métodos para extracdo do principio ativo responsavel pela coagulacdo das
impurezas, sendo a melhor apresentada, com o uso das sementes moidas em
agitacdo em agua deionizada, posteriormente, filtrando o extrato. Deve-se destacar
ainda, que a extracdo do principio ativo da semente da moringa pode ser
potencializada utilizando-se solug¢des salinas (GHEBREMICHAEL et al., 2005).
Extrato de sementes apresenta atividade floculativa similar ao polimero sintético
(TEIXEIRA, 2013), tanto para a producdo de acucar e etanol (COSTA et al., 2015;
MACRI et al., 2014).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia do Acgucar e do
Alcool e Microbiologia das FermentacGes, do Departamento de Tecnologia da
FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal, na safra 2015/2016.

3.1. Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi o em parcelas subdivididas com trés repeticdes,
empregado 3 tratamentos principais: Caldo “in natura®, caldo caleado e caldo
caleado mais o extrato de semente de M. oleifera Lamarck (moringa) como
floculante. E 2 tratamentos secundarios constituidos por colmos recém colhidos (0

hora) e colmos armazenados (24 horas).

3.2. Matéria-prima

A variedade de cana-de-acucar utilizada foi a CTC8, livre de pragas e
doencas. A cultura foi cultivada no sistema organico de producdo, colhida
manualmente, com prévio desponte e despalha sem queima.

Colhida no periodo util de industrializagdo, segundo recomendavel por
Coplana (2016), em unidade agroindustrial da regido de Sertdozinho — SP. Para
avaliar a manutencao das caracteristicas quimico-tecnolégicas, a matéria-prima foi
mantida em casa de vegetacdo com temperatura controlada (24 — 36°C), por 24h
apos a colheita.

3.3. Preparo do extrato de sementes de moringa

O extrato foi preparado de acordo com Okuda et. al. (2001), as sementes
foram coletadas de plantas cultivadas no municipio de Taquaritinga — SP. Apds as
sementes foram secas a 60°C em estufa de fluxo de ar por 24h e armazenadas até

utilizacdo. O extrato foi preparado diariamente, as sementes foram maceradas e
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imergidas em solucéo de CaCl, a 0,1mol.L™, na proporcdo de 1g de semente por
100g solucdo. A mistura manteve-se em agitacdo por 10 minutos, seguindo de uma
filtracdo a vacuo, utilizando-se papel de filtro qualitativo para retencdo das particulas

grosseiras insolaveis.

3.4. Extracao e clarificagcao do caldo

Nos dias 22, 24 e 26/10/2015, a matéria-prima colhida foi separada em duas
amostras de colmos: 1) Recém-cortada e prontamente processada; 2) Armazenada
em casa de vegetacdo com temperatura controlada (24 — 36°C), e processadas 24h
apos a colheita. Os caldos foram extraidos por moagem e filtrados em membrana de
nylon de porosidade de 60 mesh. A seguir quantificou-se os teores de Brix, Acucares
Redutores (AR), Acucares Redutores Totais (ART), Acidez Total, Pol, Pureza (CTC,
2005), além dos Compostos inorganicos (Na, Fe, Zn, Mn, Cu, Mg, Ca e K), segundo
A.0.A.C. (1997), Teor de Nitrogénio (MALAVOLTA et al., 1997) e pH.

Para os tratamentos em que se realizou a clarificacdo do caldo, pradronizou-
se o teor de sélidos soluveis a 16° Brix, ajustou-se o pH 6,0 (hidréoxido de calcio
6°Bé€). O caldo caleado foi aquecido até ponto de ebulicdo, sendo resfriado a 80°C e
transferido para decantadores, permanecendo por 2 horas.

Para o tratamento em que se empregou o0 extrato de moringa, adicionou-se
nos decantadores a dosagem de 1300mg.L™*, com duracdo de 20 minutos do
processo de decantacdo. Os caldos clarificados foram analisados quanto aos teores
de Acidez Total, ART (CTC, 2005), Compostos inorganicos (Na, Fe, Zn, Mn, Cu, Mg,
Ca e K), segundo A.O.A.C. (1997), Teor de Nitrogénio (MALAVOLTA et al., 1997) e
pH.

3.5. Preparo do mosto

O aquecimento do processo de clarificacdo, os caldos apresentam aumento

na concentracdo dos soélidos soluveis. Com isso, para o preparo do mosto os caldos
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clarificados e o “in natura”, foram ajustados a 16°Brix, com adi¢cdo de agua destilada,
temperatura de 32°C e sem corregéo do pH.

Os mostos foram analisados quanto ao teor de acidez total, ART (CTC,
2005), compostos inorganicos (Na, Fe, Zn, Mn, Cu, Mg, Ca e K), segundo A.O.A.C.
(1997), Teor de Nitrogénio (MALAVOLTA et al., 1997) e pH.

3.6. Preparo do ino6culo

O preparo da levedura UFLA CA-11 iniciou-se com a hidratacdo das células
liofilizadas, adaptacdo ao mosto e multiplicacdo, segundo LNF Latino Americano
(2011). Foram realizadas avaliagdes microbiologicas para monitoramento da
levedura.

Ao final da multiplicacéo, o inéculo foi centrifugado a 25009/30°C e mantido
em solucdo salina 0,75% até o inicio do processo fermentativo. Para a primeira

fermentacao, o indculo foi diluido em 1,5 litros de mosto a 6°Brix.

3.7. Processo fermentativo

O processo fermentativo foi realizado em sistema de batelada alimentada
em dornas de inox de fundo cbdnico, com capacidade util de 6 litros. O in6culo foi
utilizado na concentracéo de 8%.

Foram realizadas duas alimenta¢des, com 30 minutos realizou-se a primeira
com 2 litros de mosto a 16°Brix e 90 minutos depois com 2,5 litros de mosto a
16°Brix.

Os finais das fermentacfes foram estabelecidos quando o Brix dos vinhos
apresentavam <1°Brix, com duracdo média de 12 horas. Apds o término, 2/3 da
dorna eram sifonado pela abertura lateral, retirando-se o vinho, que era enviado para

0 processo de destilagcéo.
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3.8. Avaliagdo microbioldgica

Durante o processo fermentativo (inéculo, inicio e final), foram quantificados
a viabilidade de células de levedura, indice de brotamento e viabilidade dos brotos
(LEE et al., 1991).

A quantificagdo dos micro-organismos no processo produtivo foi realizada
através do método indireto, por plagueamento em meios seletivos em duplicata. O
meio Man Rogosa e Sharpe (MRS) (MAN et al., 1960) foi utilizado para bactérias
laticas, o Wallerstein Laboratories Nutrient (WLN) (GREEN & GRAY, 1950,
modificado por OLIVEIRA & PAGNOCA, 1988) para leveduras e fungos totais com
adicdo de ampicilina e 4cido nalidixico, ambos na dosagem de 50 mg.L™, e o Plate

Count Agar (PCA) (USFDA, 1995) para enumeracao de micro-organismos totais.

3.9. Caracterizacédo dos vinhos

Ao final das fermentacfes, os vinhos delevedurados foram quantificados
quanto aos teores de Acucares Redutores Residuais Totais (ARRT) (CTC, 2005),
Compostos inorganicos (Na, Fe, Zn, Mn, Cu, Mg, Ca e K), segundo A.O.A.C. (1997),
Teor de Nitrogénio (MALAVOLTA et al.,, 1997), Teor de glicerol (FERMENTEC,

2003) e Teor alcodlico (densimetro digital).

3.10. Destilacéo

Os vinhos sifonados pela lateral das dornas, ndo foram centrifugados devido
a atividade floculativa da levedura UFLA CA-11. Estes foram destilados aos finais
das fermentagcbes em alambique de cobre, com capacidade total de 10 litros,
aguecido através de fogo direto. Sendo adicionados volumes entre 3,5 - 4 litros de
vinho.

As destilagbes foram conduzidas separando-se as fracbes de cabeca,

coragcao e cauda, dentre as porcentagem de 10%, 80% e 10%, respectivamente e
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realizando amostra composta da fracdo de coracdo dentre as repeticoes de cada

tratamento.

3.11. Determinacéo e caracterizacao dos destilados

As amostras de cachagas foram submetidas a quantificagdo de componentes
em cromatografo gasoso GC Varian 3900, acoplado com software Galaxie
Chromatography, coluna Varian Capillary Column, CP — Wax 52 CB, (L= 30 m; Di=
0,53 mm; Ef =1um) #CP8738. Injetou-se 1uL de cada amostra nas seguintes
condicbes: temperatura do injetor: 175°C, temperatura do detector: 210°C,
empregando-se como gas de arraste: ar sintético. Determinou-se o0s teores de
acroleina, aldeido, ésteres, metanol, alcoois superiores (propilico, isobutilico e
isoamilico).

A determinagdo do carbamato de etila foi realizada segundo Anjos et al.
(2011), utilizando-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia. O
equipamento empregado foi um cromatégrafo Shimadzu, equipado com duas
bombas de alta pressdo, modelo SPD-M20A, degaseificador modelo DGU-20A3,
interface modelo CBM-20A e injetor automatico modelo SIL-10AF.

Além destes componentes, o destilado foi analisado quanto ao Teor alcodlico,
Acidez volatil (BRASIL, 2005), Condutividade, Turbidez (INMETRO, 2005), Cobre
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005), Compostos inorganicos (Na, Fe, Zn, Mn, Cu,
Mg, Ca e K), segundo A.O.A.C. (1997), Teor de Nitrogénio (MALAVOLTA et al.,
1997) e pH.

3.12. Anélise dos resultados

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e
as médias comparadas segundo teste de Tukey (5%), utilizando-se o programa
Assistat versdo 7.7 beta
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacao tecnolégica dos caldos extraidos

Os resultados para Brix, pH, ART, AR, Acidez Total, Pol e Pureza dos caldos
extraidos da matéria-prima recém processada e dos colmos armazenados estao
apresentados na Tabela 2. A comparacdo entre as matérias-primas néao
apresentaram diferenca significativa, com resultados médios de 19,5°Brix, pH 5,22,
16,4% ART, 0,22% AR, 1,02gH,SO..L™* Acidez Total, 16,78% Pol e 85,82% de
pureza.

De acordo com os resultados, pode-se afirmar que as matérias-primas
estavam aptas ao processamento por apresentarem valores superiores de 16°Brix,
14% Pol, 15% ART e Pureza acima de 85%, e valores inferiores de 0,8% de AR e
0,8gH,S04.L™ de Acidez Total (RIPOLI & RIPOLI, 2009).

Tabela 2 — Resultados da analise de variancia e comparacdo de médias pelo teste
de Tukey para Brix, pH, ART, AR, Acidez Total, Pol e Pureza dos caldos extraidos

recém processados e colmos armazenados.

Brix 5 ART AR Acidez Total Pol Pureza
@ P (%) (%) (L HS0) (%) (%)
Oh 19,4 5,23 17,39 0,23 0,96 17,05 87,59
24h 19,6 5,21 15,41 0,24 1,08 16,51 84,05
Teste F 0,38ns 0,53ns 0,57ns 1,12ns 1,48ns 0,16ns 0,33ns
DMS 0,74 0,08 7,29 0,02 0,27 3,69 17,05
CV 1,68 0,75 19,60 4,78 11,61 9,69 8,76

** gignificativo 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 variacdo; DMS = Diferenca
Minima Significativa.

Em estudos avaliando o armazenamento dos colmos por 24 horas a 30°C,
Oliveira Filho (2015) observou aumento significativo do Brix. Krishnakumar et al.
(2013) obteve reducdo do pH de 5,72 para 3,77. Comportamento estes, diferente

aos obtidos no presente estudo, mesmo ndo apresentando diferenga significativa,

ocorreu reducédo de 11,38% para o ART e 3,54% quando avaliado a pureza.
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Este comportamento é decorrente das condigbes do armazenamento, em
ambos os estudos com temperaturas mais elevadas. Em menores temperaturas
acarretam em um ambiente menos favoravel a multiplicacdo e acdo dos
contaminantes sobre a matéria-prima.

Os resultados dos nutrientes (N, K, Ca, Mg, Zn, Fe, Cu, Na e Mn) dos caldos
extraidos estdo apresentados na Tabela 3. Dentre os valores, exceto so N, néo
apresentaram diferenca significativa entre o caldo proveniente de colmos

armazenados e nao armazenados.

Tabela 3 — Resultados da andlise de variancia e comparacdo de médias pelo teste
de Tukey para Nitrogénio, Potassio, Célcio, Magnésio Zinco, Ferro, Cobre, Sédio e

Manganes dos caldos extraidos recém processados e colmos armazenados.

N K Ca Mg Zn Fe Cu Na Mn
(mg.L™)

Oh 38,50B 34,66 8,83 7,33 3,16 5,33 2,16 6,83 3,16
24h 59,50A 37,33 7,66 7,16 2,83 516 2,66 7,33 3,50

Teste F 27,00** 0,42ns 0,25ns 0,04ns 0,28ns 0,09ns 0,12ns 0,23ns 0,40ns
DMS 11,23 11,42 6,45 2,22 1,73 1,53 3,98 2,85 1,46
CvV 10,10 13,98 34,46 1350 25,46 1290 72,66 17,76 19,36

** gignificativo 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 variacdo; DMS = Diferenca
Minima Significativa.

O caélcio (Ca) apresentou resuldado médio entre as matérias-primas de
8,24mg.L™. Este sendo um macronutriente fundamental para a cultura da cana-de-
acucar, também constituinte das leveduras, em excesso pode causar
impermeabilizacdo das células.

Quanto ao teor de nitrogénio (Tabela 3), o caldo proveniente de colmos
armazenados apresenta resultado significativamente maior aos colmos recém-
processados, estando dentre o recomendavel na concentracdo de 50 a 150mg.L™
(AMORIM, 1985; FERMENTEC, 2004). Resultados estes diferentes ao obtido por
Oliveira (2016), utilizando uma matéria-prima organica (RB867515), apresentou teor
de nitrogénio de 108mg.L™.

Quanto aos teores de Mn, Zn e Cu, entre as matérias-primas, apresentaram
resultados médios de 3,33mg.L?, 2,99mg.L?, 2,41mg.L™, respectivamente. Estes

estdo dentro dos teores sugeridos (1 a 5ppm). Entretanto, quando avaliado o K
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(concentracdo média de 35,99mg.L™") e Mg (7,24mg.L™) ndo estdo dentre os
recomendaveis citados por Amorim (1985) e Fermentec (2004) de 200 e 1 a 5ppm,
respectivamente. A falta desses nutrientes € prejudicial ao processo, ja que
desempenham atividades importantes para o in6culo como controle da pressao
osmatica, pH e co-fator de diversar reagdes metabdlicas.

Para quantificacdo microbioldgica e a atividade antimicrobiana da M. oleifera
Lamarck, também foram determinados a concentracdo de unidades formadoras de
colénias (UFC) por mL para oS micro-organismos totais, bactérias lacticas e

leveduras do caldo extraido (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados da analise de variancia e comparacao de médias pelo teste

de Tukey para Micro-organismos totais, Bactérias lacticas e Leveduras do caldo

extraido.
Micro-organismos Totais Bactérias Lacticas Leveduras
(UFC.mL™ x 10°) (UFC.mL™"x 10°)  (UFC.mL™x 10%
Oh 5,58A 5,58B 4,87A
24h 6,59A 6,56A 4,60A
Teste F 5,69ns 7,40* 0,68ns
DMS 1,03 0,87 0,80
CVv 9,83 8,34 9,76

** gignificativo 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 variacdo; DMS = Diferenca
Minima Significativa.

Os resultados referentes a microbiota do caldo extraido apresentaram
diferenca significativa para as bactérias lacticas (MRS), aumentando
significativamente em 17,56% unidades formadoras de colénias com o
armazenamento dos colmos por 24 horas.

As demais avaliacbes ndo apresentaram diferenca significativa, entretanto o
armazenamento dos colmos resultou em uma maior concentracéo de 18,10% para o
0S micro-organismos totais (PCA) e reducdo de 5,54% para as leveduras (WLN).
Esta variagdo ocorre devido a interagdo da microbiota presente no ecossistema da
matéria-prima (MADIGAN et al., 2016), resultando na deterioragdo dos colmos, com
a metabolizacdo dos acgUcares presentes e a multiplicacdo, aumentando sua

populacao até o processamento destes colmos (CARDOSO, 2013).
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4.2. Clarificacdo do caldo

Os resultados para pH, Acidez Total e ART dos caldos clarificados estéo
apresentados na Tabela 5. O extrato de semente de moringa ndo influenciou a
remocdo dos acidos presentes no caldo, estes permaneceram equivalentes nos
tratamentos, com ou sem extrato de moringa, atraves dos resultados de pH e Acidez
Total.

Avaliando o tratamento do caldo, atraves do emprego da clarificacdo, o uso
ou néo do extrato de sementes de moringa, ndo foram observados resultados com
diferengas significativas para ART, ndo ocorrendo perda de acUcares na decantagao
do lodo. Atividade de suma importancia, o processo de decantacdo ndo remover 0s
acucares a serem metabolizados e sim 0os compostos que interferem negativamente
no processo, comportamento semelhante encontrado por Costa et al. (2014), que ao

utilizar extrato de semente de moringa também né&o obteve reducdo do ART.

Tabela 5 — Resultados da analise de variancia e comparacao de médias pelo teste
de Tukey para pH, Acidez Total e ART dos caldos clarificados.
Acidez Total

pH (g_L.l H,S0.) ART (%)
Tratamento do caldo (T)
Caldo clarificado 5,72 0,73 14,25
Caldo clarificado + MO 5,74 0,78 14,26
Teste F 0,01ns 0,23ns 0,0002ns
DMS 0,47 0,30 2,12
CVv 5,17 25,15 9,27
Matéria-prima (M)
Oh 5,83 0,65 15,17A
24h 5,63 0,86 13,35B
Teste F 1,72ns 3,90ns 9,15*
DMS 0,43 0,29 1,67
CcVv 4,71 24,15 7,30
Inter. TxM 0,005ns 0,19ns 0,75ns

** gsignificativo 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 variacdo; DMS = Diferenca
Minima Significativa; MO = extrato de sementes de moringa.

Quanto a matéria-prima empregada (Tabela 5), ndo houve diferencas

significativas entre elas em relacdo a presenca de &cidos, ndo interferindo nos
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resultados de pH e Acidez Total. Entretando, quando avaliado o teor de agucares
redutores totais (ART), a matéria-prima armazenada apresentou uma reducao
significativa de 12% com o armazenamento dos colmos por 24 horas.

Este resultado € prejudicial, pois ocasiona diminuicdo dos rendimentos do
processo, 0s agucares perdidos poderiam ser metabolizados em &lcool para a
cachaca, além da producdo de compostos indesejaveis pelo aumento dos micro-
organismos contaminantes, como apresentado na Tabela 4.

Em estudos em condigcbes semelhantes, Krishnakumar et. al. (2013)
apresenta reducdo de 23,63% dos acUcares redutores totais. Isso acarreta em
impactos nas proximas etapas do processo, como 0s agUcares redutores totais do
mosto, teor alcodlico do vinho e compostos secundarios da cachaca.

Os nutrientes avaliados na Tabela 6 (N, K, Ca, Mg, Zn, Fe, Cu, Na e Mn),
presentes no caldo clarificado, ndo apresentaram diferengas significativas nos
resultados em relacdo ao processo de clarificacdo empregado. Dentre o0s
tratamentos dos caldos, apresentaram redultados médios de 35,51mg.L™" de N,
61,25mg.L™* K, 13,85mg.L” Ca, 13,16mg.L* Mg, 2,84mg.L™" Zn, 3,45mg.L™" Fe,
4,45mg.L™" Cu, 6,33mg.L™ Na e 3,39mg.L™ Mn. Mesmo comportamento encontrado
no caldo extraido, com aumento no teor de calcio, em ambos os tratamentos, devido
aos residuos do acréscimo de hidroxido de célcio para a realizacdo da clarificacao,
além do aumento no teor de Cu, K e Mg, nutrientes que podem ser acrescentados
junto a solucao para o processo de caleagem.

Quanto ao teor de Fe e N, houve um decréscimo dos teores em
consequéncia da reacao de clarificacdo do caldo, com remocéao de 34,16% de ferro
e 27,53% de nitrogénio, parte desses nutrientes junto a borra. Para os demais
nutrientes ndo houve grandes alteracdes na concentracdo, devido ao processo de
clarificacdo ndo remover esses nutrientes, comportamento este semelhante
encontrado por Costa (2015), que ao utilizar o extrato de sementes de moringa em
solucao salina a 1300mg.L™, obteve remocé&o significativa apenas para o zinco.

Para o teor de nutrientes de acordo com a matéria-prima utilizada, os
resultados mostram que todos, exceto o ferro (reducdo de 11,20%), nao

apresentaram diferencas significativas, com o0 mesmo comportamento de alteracbes



35

das concentracdes em comparacao ao caldo extraido apresentado no tratamento do
caldo (Tabela 6).

Tabela 6 — Resultados da analise de variancia e comparacdo de meédias pelo teste
de Tukey para Nitrogénio, Potassio, Calcio, Magnésio Zinco, Ferro, Cobre, Sodio e
Mangénes dos caldos clarificados.

N K Ca Mg Zn Fe Cu Na Mn
(mg.L™)

Tratamento do
caldo (T)

Caldo clarificado 31,79 58,00 983 1283 315 362 4,83 6,08 3,20
Caldoclarificado 39,5 450 1787 1350 254 329 4,08 6,58 3,58

+ MO
Teste F 2,15ns 1,61ns 2,86ns 1,23ns 0,18ns 1,88ns 0,23ns 0,52ns 0,43ns
DMS 14,06 14,20 13,20 1,66 3,97 0,67 4,27 1,90 1,57
CV 24,69 14,46 59,43 7,91 86,88 12,17 59,78 18,79 28,91
Matéria-prima
M)
Oh 34,56 67,25 17,08 13,83 2,95 3,66A 4,41 5,91 3,66
24h 36,45 55,25 10,62 12,50 2,75 3,25B 4,50 6,75 3,12
Teste F 0,22ns 2,91ns 1,85ns 2,28ns 0,08ns 10,00* 0,002ns 7,14ns 2,19ns
DMS 11,17 19,54 13,18 2,45 1,93 0,36 4,87 0,86 1,01
CV 19,62 27,64 59,32 11,60 42,33 6,60 68,14 8,53 18,65
Inter. TXM 0,10ns 11,64ns 0,21ns 0,14ns 5,73ns 6,40ns 0,99ns 0,00ns 1,05ns

** gsignificativo 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 variagcdo; DMS = Diferenca
Minima Significativa; MO = extrato de sementes de moringa.

4.3. Caracterizacao tecnolégica do mosto

Os resultados das andlises dos mostos, quanto a pH, Acidez Total e
Acucares Redutores Totais (ART) estdo apresentados na Tabela 7. Os tratamentos
empregados no caldo e a matéria-prima utilizada, ndo apresentaram resultados com
diferencas significativas para pH e a Acidez Total, ndo reduzindo significativamente
os acidos no processo de clarificacdo, estando entre os resultados recomendaveis
para o processamento (AMORIM, 2005). Aléem de nao apresentar elevacdo nos
teores de acidos devido a maior presenca de contaminantes, comportamento este
diferente ao encontrado por Krishnakumar et. al. (2013), com reducéo do pH de 5,72

para 3,77 com o armazenamento dos colmos por 24h a 30°C.
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Tabela 7 — Resultados da analise de variancia e comparacéo de médias pelo teste
de Tukey para pH, Acidez Total e ART dos mostos.
Acidez Total ART

PH (g.L™ H2S04) (%)
Tratamento do caldo (T)

Caldo “in natura” 5,28A 0,91A 13,97A
Caldo clarificado 5,58A 0,64A 13,38A
Caldo clarificado + MO 5,61A 0,75A 13,77A
Teste F 4,42ns 4,20ns 0,17ns

DMS 0,37 0,28 3,08

CVv 3,84 20,72 12,70

Matéria-prima (M)

Oh 5,62A 0,70A 14,61A
24h 5,35A 0,83A 12,80B

Teste F 3,72ns 1,55ns 7,81*

DMS 0,33 0,26 1,59

CVv 5,33 30,04 10,06
Inter. TxM 0,69ns 0,66ns 0,44ns

** gignificativo 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 variacdo; DMS = Diferenca
Minima Significativa; MO = extrato de sementes de moringa.

Avaliando os acuUcares redutores totais (ART), o tratamento dos caldos
comprova que o processo de clarificagdo ndo removeu 0s acgUcares. Entretanto, o
armazenamento dos colmos de cana por 24h promoveu reducédo de 12,38% de ART.
Krishnakumar et. al. (2013) em condigcbes semelhantes, apresentou reducédo de
23,63% de ART. Essa reducao ocorre devido a metabolizagdo desses acucares pela
maior quantidade de micro-organismos contaminantes presentes nos colmos,
conforme apresentado na Tabela 4, tornando-se prejudicial 0 armazenamento.

Os mostos também foram quantificados quanto aos micro-organismos totais,
bactérias lacticas e leveduras, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 8.
Comparando-se o caldo “in natura” com o caldo clarificado, todos apresentaram
reducdo significativa média de 33,96% dos contaminantes em todos 0S meios
cultivados, este comportamento ocorre devido as condigbes do processo de
clarificacdo, como o aquecimento e a precipitacdo de impurezas, ocorrendo a
remocdo dos contaminantes microbiologicos presentes no caldo. Este
comportamento € benéfico, visto que estes contaminantes sdo prejudiciais ao

processo produtivo.
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Tabela 8 — Resultados da andlise de variancia e comparagcdo de médias pelo teste
de Tukey para Micro-organismos totais, Bactérias lacticas e Leveduras dos mostos.

Micro- . .
g Bactérias
organismos L Acticas Leveduras
Totais (UFC.mL™ x 10%

-1 5
(UFC.mLtx 105 (UFC.mL™x107)

Tratamento do caldo

(M
Caldo “in natura” 6,00A 5,99A 5,04A
Caldo clarificado 4,25B 3,89B 3,12B
Caldo clarificado + MO 3,50C 3,70B 2,84B
Teste F 54,46** 87,00** 8,31**
DMS 0,68 0,53 1,63
CVv 10,72 8,50 31,99
Matéria-prima (M)
Oh 4,27B 4,09B 3,16B
24h 4,89A 4,97A 4,18A
Teste F 17,25** 15,54** 8,92*
DMS 0,33 0,50 0,77
CVv 8,00 11,99 22,80
Inter. TxM 3,30ns 4,33* 0,30ns

**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 variacdo; DMS = Diferenca
Minima Significativa; MO = extrato de sementes de moringa.

Tabela 9 — Resultados da interacdo dos tratamentos TXxM para Bactérias lacticas
dos mostos.

Oh 24h
Caldo “in natura” 5,98aA 6,01aA
Caldo clarificado 3,40bB 4,39bA 0.87
Caldo clarificado + MO 2,90bB 4,51bA

0,86 DMS

Colunas classificadas com letra minUscula; Linhas classificadas com letra mailsculas; DMS =
Diferenga Minima Significativa; MO = extrato de sementes de moringa.

A utilizacdo do extrato de semente de moringa, na clarificacdo do caldo
(Caldo clarificado + MO) apresenta uma reducao significativa de 41,66% para a
microbiota total quando comparado ao tratamento do caldo “in natura” e 17,64%
guando comparado com o caldo clarificado, comprovando sua atividade
antimicrobiana, como relatada por Ullah et al. (2015) e de maior eficiéncia para o

processo fermentativo.
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De acordo com a matéria-prima processada (Tabela 4), devido o aumento
dos contaminantes no armazenamento dos colmos, como relatado no caldo extraido
(Tabela 2), consequentemente 0 mosto proveniente dos colmos deteriorados
apresenta aumento significativo na meédia de 23,06% para todos o0s micro-
organismos avaliados.

Para as bactérias lacticas, de acordo com os resultados da interacdo dos
tratamentos (Tabela 9), para ambas as matérias-primas empregadas, a clarificacédo
apresenta remocao significativa. Porém mesmo com o tratamento, a matéria-prima
armazenada apresenta valor significativamente maior quando avaliada a
contaminacgdo por bactérias.

Uma alternativa viavel para a utilizacdo de matéria-prima de ma qualidade é
a aplicacdo do processo de clarificacdo junto ao extrato de semente de moringa
como floculante, proporcionando maior reducdo dos micro-organismos presentes e
um menor tempo de decantacgao.

Para os tratamentos dos caldos e as matérias-primas empregadas,
avaliando os nutrientes dos mostos produzidos (Tabela 10), ndo foram observados
resultados com diferencas significativas, somente para o calcio, nos tratamentos dos
caldos, decorrente de residuos do processo de caleagem. Esses valores como
discutidos no caldo extraido estdo dentro dos recomendaveis, segundo Amorim
(1985) e Fermentec (2004) para 0 manganés, zinco, ferro e cobre, com o teor abaixo

do recomendavel para os demais nutrientes.
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Tabela 10 — Resultados da analise de variancia e comparagdo de médias pelo teste

de Tukey para Nitrogénio, Potassio, Calcio, Magnésio Zinco, Ferro, Cobre, Sodio e

Manganes dos mostos.

N K Ca Mg Zn Fe Cu Na Mn
(mg.L™)
Tratamento do
caldo (T)
Caldo in natura 38,20 50,25 6,83B 9,08 3,50 11,25 1,08 5,91 3,50
Caldo clarificado 28,00 50,95 17,41A 10,58 1,91 3,58 1,25 6,08 2,54
Ca'dof:\‘;’l‘g'cado 43,02 5275 1570A 1091 225 387 158 575 250
Teste F 3,27ns  0,17ns 9,03* 3,7lns 1,36ns 0,88ns 0,18ns 0,60ns 2,95ns
DMS 18,38 13,55 8,20 2,19 3,09 20,07 2,57 0,93 1,42
CcVv 28,50 14,91 34,75 12,18 68,40 181,65 111,29 8,91 28,30
Matéria-prima
M)
Oh 34,80 52,38 12,27 10,16 3,00 8,83 1,61 5,83 3,00
24h 38,01 50,25 14,36 10,22 2,11 3,63 1,00 6,00 2,69
Teste F 0,40ns 0,33ns 1,51ns 0,02ns 150ns 0,98ns 1,63ns 0,28ns 3,45ns
DMS 12,39 9,03 4,13 0,91 1,77 12,80 1,16 0,76 0,40
CV 29,52 15,26 26,94 7,75 60,13 178,05 77,65 11,27 12,24
Inter. TXM 0,36ns  0,80ns 7,24* 1,68ns 2,12ns 1,10ns 7,18* 487ns  6,20*

** gsignificativo 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 variacdo; DMS = Diferenca
Minima Significativa; MO = extrato de sementes de moringa.

4.4.

Processo fermentativo

Os resultados das avaliagdes do tratamento do caldo no indculo, quanto a

viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos estdo apresentados

na Figura 2. Os valores nédo obtiveram diferenca significativa, com resultados médios

de viabilidade celular de 86%, indice de brotamento de 21% e viabilidade dos brotos

de 83%.

Juntamente ao in6culo, foram quantificados 0s micro-organismos totais,

bactérias lacticas e leveduras (Figura 3), estes ndo apresentaram diferenca

significativa entre os resultados e ambos nas concentracées de 10° UFC.mL™.

Sendo que, estes resultados estdo dentre os recomendaveis para iniciar 0 processo

fermentativo de modo adequado, com viabilidade superior a 85% e contaminacao
inferior a 102 UFC.mL™ (ALCARDE, 2014; AMORIM, 2005).
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Viabilidade, indice de Brotamento e Viabilidade dos

Brotos ® Caldo in natura
Tratamento do caldo v Caldo clarificado
100 Caldo,clarificado + MO
90 A : A
80 \ A
70 \
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5750
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20 A
10
0
Yiabilidade Indice de Brotamento Yiabilidade dos Brotos

INOCULO
Figura 2 — Resultados da analise de variancia e comparacdo de meédias pelo teste
de Tukey para Viabilidade das células, indice de brotamento e viabilidade dos brotos

no in6culo do tratamento do caldo.

Micro-organismos Totais, Bactétias Lacticas e Leveduras
Tratamento do caldo (UFC.mL-" x 107)

B Caldoin natura
7,95 > Caldo clarificado
7.9 Caldo clarificado + MO

7.85
- 7.8
o
.75
|
2 7.7
7,65
276
7,55
7,5
7.45

Micro-organismos Totais Bactérias Lacticas Leveduras
INOCULO

Figura 3 — Resultados da analise de variancia e comparacao de meédias pelo teste
de Tukey para Micro-organismos totais, Bactérias lacticas e Leveduras no indculo do

tratamento do caldo.

Avaliando a matéria-prima utilizada no inoculo, os resultados da viabilidade

celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos estdo apresentados na Figura
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4. Estes nao apresentaram diferenca significativa nos valores, ndo causando

diferenga de colmos recém processados e colmos armazenados.

100

Viabilidade, indice de Brotamento e Viabilidade dos
Brotos
Matéria-prima

B Oh 24h
A
X A
\ N\
A
BN ‘ AN
Viabilidade indice de Brotamento Viabilidade dos Brotos

INOCULO

Figura 4 — Resultados da analise de variancia e comparacao de médias pelo teste

de Tukey para Viabilidade das células, indice de brotamento e viabilidade dos brotos

no indculo da qualidade da matéria-prima.

Quando avaliado os micro-organismos totais, bactérias lacticas e leveduras,

de acordo com a matéria-prima utilizada (Figura 5), ndo apresentaram diferenca

significativa para micro-organismos totais e bactérias lacticas, ambos com resultados

médios de 7,76x10° UFC.mL™. Para a concentracdo de leveduras, os colmos

armazenados apresentam uma concentracdo superior significativa de 3,81%. Este

aumento é decorrente de leveduras contaminantes provenientes da matéria-prima.
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Micro-organismos Totais, Bactétias Lacticas e Leveduras
Matéria-prima (UFC.mL"" x 107)
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Figura 5 — Resultados da analise de variancia e comparacdo de médias pelo teste
de Tukey para Micro-organismos totais, Bactérias lacticas e Leveduras no in6culo da

qualidade da matéria-prima.

Ao inicio do processo fermentativo, a levedura inoculada apresentou queda
nos teores de viabilidade celular e indice de brotamento em comparagéo ao inoculo,
porém ndo houve diferenca significativa dentre os tratamentos dos caldos. Com
viabilidade média de 78%, indice de brotamento de 15% e viabilidade dos brotos de
78% (Figura 6).

Além de ndo apresentar diferenca significativa quanto aos micro-organismos
totais (Figura 7). Entretanto, para as bactérias-lacticas e leveduras, os tratamentos
utilizados apresentaram resultados inferiores em comparagao ao caldo “in natura”.
Destacando as bactérias-lacticas com a utilizacdo do extrato de moringa, devido a
sua atividade antibacteriana presente na clarificacdo do caldo, resultando uma

fermentacao inicial com uma contaminacéo 4,65% inferior.
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Figura 6 — Resultados da analise de variancia e comparacao de médias pelo teste

de Tukey para Viabilidade das células, indice de brotamento e viabilidade dos brotos

no inicio do processo fermentativo do tratamento do caldo.
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Micro-organismos Totais, Bactétias Lacticas e Leveduras
Tratamento do caldo (UFC.mL"" x 107)

R Caldoin natura
Caldo clarificado
Caldo clarificado + MO

Leveduras

INICIO DO PROCESSO FERMENTATIVO

Figura 7 — Resultados da analise de variancia e comparagcdo de médias pelo teste

de Tukey para Micro-organismos totais, Bactérias lacticas e Leveduras no inicio do

processo fermentativo do tratamento do caldo.

Com relagdo a matéria-prima recém-processada e armazenada por 24h, no

inicio da fermentacdo, ndo apresentaram diferencas significativas quanto a

viabilidade das células e o indice de brotamento, entretanto com reducéo
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significativa da viabilidade dos brotos (Figura 8), estd queda pode ser justificada pela

maior presenca (5,09%) de micro-organismos totais no processo fermentativo

(Figura 9).
Viabilidade, indice de Brotamento e Viabilidade dos
Brotos = 0h
Materia-prima
o0 24h
80 A\\t B
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Figura 8 — Resultados da analise de variancia e comparacao de médias pelo teste

de Tukey para Viabilidade das células, indice de brotamento e viabilidade dos brotos

no inicio do processo fermentativo da qualidade da matéria-prima.
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Figura 9 — Resultados da analise de variancia e comparacao de meédias pelo teste

de Tukey para Micro-organismos totais, Bactérias lacticas e Leveduras no inicio do

processo fermentativo da qualidade da matéria-prima.
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Ao final da fermentacdo, entre as matérias-primas empregadas, 0os colmos
armazenados acarretaram (Figura 10) em resultados significativamente superiores
de 4,09% para 0s micro-organismos totais, 5,13% para bactérias lacticas e 14,83%
para leveduras. Este comportamento ocorre devido ao desenvolvimento dos
contaminantes na deterioracdo dos colmos e sua presenca ao longo de todo
processo produtivo, impactando em uma reducdo significativa de 17,64% na
viabilidade e de 52,40% no indice de brotamento, ndo ocorrendo diferenca

significativa na viabilidade dos brotos (Figura 11).

Micro-organismos Totais, Bactétias Lacticas e Leveduras
Matéria-prima (UFC.mL-" x 107)
B0h m24h
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Figura 10 — Resultados da andlise de variancia e comparacdo de médias pelo teste
de Tukey para Micro-organismos totais, Bactérias lacticas e Leveduras no final do

processo fermentativo da qualidade da matéria-prima.
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Figura 11 — Resultados da anélise de variancia e comparacdo de médias pelo teste
de Tukey para Viabilidade das células, indice de brotamento e viabilidade dos brotos
no final do processo fermentativo da qualidade da matéria-prima.

Os processos de clarificacdes empregados (Figura 12) ndo apresentaram
diferencas significativas para as leveduras, porém resultaram em menor
contaminagdo bacteriana (1,82%) no processo fermentativo, além de uma reducéo
significativa de 6,25% na microbiota total no caldo caleado. A atividade
antimicrobiana do extrato de sementes de moringa ndo se manteve até o final da
fermentacdo, com o desenvolvimento das contaminacdes bacterianas se igualando
ao caldo clarificado sem floculante.

A levedura manteve a viabilidade média do inicio, com 72%, indice de
brotamento de 9% e viabilidade dos brotos de 58%, porém com baixo indice de
brotamento e viabilidade dos brotos (Figura 13), comportamento este, néo esperado,
ja que ao final da fermentacdo, em baixas concentracfes de acucares, a levedura
utiliza sua rota metabdlica aerdbica, destinando a producdo de ATP para
multiplicagcdo (MADIGAN et al., 2016).
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Figura 12 — Resultados da anélise de variancia e comparacdo de médias pelo teste

de Tukey para Micro-organismos totais, Bactérias lacticas e Leveduras no final do

processo fermentativo do tratamento do caldo.
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Figura 13 — Resultados da andlise de variancia e comparagdo de médias pelo teste
de Tukey para Viabilidade das células, indice de brotamento e viabilidade dos brotos

no final do processo fermentativo do tratamento do caldo.

Ao longo do processo fermentativo, os resultados para a viabilidade da
levedura CA-11 foram diferentes aos obtidos por Montijo et. al. (2014), ao qual

manteve-se com viabilidade superior a 85% (AMORIM, 2005).
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Deve-se levar em consideracao, que para os resultados da quantificagdo dos
micro-organismos, 0s mesmos apresentaram valores recomendaveis, inferiores a
10® (ALCARDE, 2014).

4.5. Caracterizacao tecnoldgica dos vinhos

Ao final das fermentacdes, os vinhos delevedurados foram quantificados
com relacdo ao pH, acidez total, ARRT, teor alcoodlico e de glicerol, os resultados
estdo apresentados na Tabela 11.

Os resultados para pH e acidez total ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos empregados no caldo e o armazenamento da
matéria-prima, Oliveira Filho (2015) avaliando o armazenamento em condicdes
semelhantes ndo observou reducdo significativa do pH, com valor médio préximo do
encontrado, jA a acidez total apresentou aumento significativo de 3,19 para
3,30gH,S0..L™, resultado préximo ao encontrado no presente estudo.

Avaliando os resultados dos acucares redutores residuais totais (ARRT),
entre as matérias-primas utilizadas ndo houve diferencas significativas,
comportamento oposto ao encontrado por Oliveira Filho (2015), que ao armazenar
os colmos por até 96 horas, observou aumento no valor médio encontrado de ARRT.
Ja para o processo de clarificagao, o caldo “in natura” apresentou resultado inferior
em comparacdo aos outros tratamentos utilizados, esse resultado pode ser
justificado de acordo com a maior presenga de micro-organismos, principalmente por
bactérias lacticas, como apresentado na Figura 18.

Para os teores alcodlicos, ndo houve diferencas significativas para o
tratamento do caldo e matéria-prima empregada, resultados estes ndo esperados,
pois 0 aumento dos micro-organismos contaminantes no processo fermentativo
interferem negativamente ao desempenho do inoculo.

Mesmo ndo apresentando reducgéo significativa, os colmos armazenados
acarretaram em uma reducdo de 4,9% no teor alcoolico, contudo, esse efeito pode
ser acumulativo quando realizados consecutivos ciclos fermentativos. A redugéo nos
teores alcoolicos foi superior ao encontrado por Oliveira Filho (2015), com o

armazenamento dos colmos por 24 horas, com reducdo de 2,45% no teor alcoolico.
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Dentre os resultados, estes sdo superiores aos obtidos por Montijo et. al. (2014) e
Bergamo & Uribe (2013), utilizando a levedura CA-11, onde apresentam teor

alcoolico na ordem de 6 a 7%.

Tabela 11 — Resultados da andlise de variancia e comparagdo de médias pelo teste
de Tukey para pH, Acidez Total, ARRT, Teor Alcodlico e Teor de Glicerol dos vinhos.

Acidez Total ARRT Teor Alcodlico Glicerol

PH (gL H,S0) (%) (%v/v) (%)
Tratamento do
caldo (T)
Caldo in natura 3,62A 3,56A 0,29B 8,01A 0,86A
Caldo clarificado 3,72A 3,32A 0,58A 8,00A 1,00A
Caldo C,'jl‘g'cado * 3727 3,71A 0,53A 7.93A 0,95A
Teste F 2,25ns 0,86ns 21,04** 0,05ns 2,12ns
DMS 0,09 0,75 0,12 0,62 0,17
CVv 3,17 25,75 30,93 9,44 22,00
Matéria-prima (M)
Oh 3,70A 3,46A 0,50A 8,18A 0,90B
24h 3,69A 3,60A 0,44A 7,78A 0,98A
Teste F 0,24ns 1,57ns 1,73ns 2,32ns 7,79%
DMS 0,04 0,22 0,09 0,55 0,06
CcVv 2,21 11,29 37,52 12,33 11,34
Inter. TxM 0,34ns 1,03ns 1,59ns 0,28ns 0,44ns

** gignificativo 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 variacdo; DMS = Diferenca
Minima Significativa; MO = extrato de sementes de moringa.

O glicerol € um composto produzido na rota metabdlica da via do etanol,
suas formagfes sdo inversamente proporcionais. Comportamento este apresentado
nos resultados das matérias-primas utilizadas, no qual o maior teor alcodlico,
consequentemente obteve menor teor de glicerol.

A matéria-prima recém-processada e a menor quantidade de bactérias
lacticas e leveduras presente no processo fermentativo, acarretou em menor
formacao de glicerol, com valor de 0,90%, com aumento de 8,8% neste teor devido a
metabolizacdo dos acucares em compostos indesejaveis para a fermentagao
alcodlica (AMORIM, 2005).
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Para os tratamentos de clarificacdo, 0s resultados n&o apresentaram
diferenca significativa, teores superiores aos por Montijo et. al. (2014) com
resultados médios de 0,59%.

Os vinhos delevedurados também foram quantificados quanto ao teor de
nutrientes (N, K, Ca, Mg, Zn, Fe, Cu, Na e Mn), apresentados na Tabela 12. De
acordo com o tratamento do caldo de cana, estes ndao apresentaram diferengca
significativa dentre os resultados. Em comparacdo aos nutrientes disponiveis no
mosto (Tabela 10), houve uma reducdo no teor de calcio, magnésio e manganés.
Essa reducdo deve-se a metabolizacdo desses nutrientes pelos micro-organismos
ao longo do processo fermentativo.

Cabe resaltar que o céalcio e magnésio constituem os ions mais importantes
possibilitando a existéncia de gradientes idnicos através das membranas celulares,
mantendo a pressdo osmotica e o pH, além do Mg ser um co-fator de reacbes
metabdlicas de importancia para a via glicolitica. O manganés atua como ativadores
enzimaticos na glicélise, como a transforacdo de acetaldeido em etanol (AMORIM,
2004).

Tabela 12 — Resultados da analise de variancia e comparacdo de médias pelo teste
de Tukey para Nitrogénio, Potassio, Calcio, Magnésio Zinco, Ferro, Cobre, Sodio e

Mangéanes dos vinhos.

N K Ca Mg Zn Fe Cu Na Mn
(mg.L™)
Tratamento do
caldo (T)
Caldo in natura 20,02A 54,63A 7,91A 6,94A 450A 37,75A 1,77A 15,61A 2,61A
Caldo clarificado  16,43A 51,00A 9,52A 6,50A 2,38A 28,33A 1,61A 13,44A 1/47A
Ca'dofl'\‘jl‘g'cado 21,00A 56,25A 11,63A 658A 3,33A 36,94A 1,72A 1508A 1,77A
Teste F 1,42ns 0,14ns 2,28ns 0,29ns 0,94ns 0,27ns 0,01ns 0,24ns 2,48ns
DMS 8,72 25,25 4,35 1,53 3,84 35,09 2,59 7,99 1,31
CVv 25,71 56,24 54,04 27,64 135,65 122,82 182,79 65,29 81,10
Matéria-prima
(M)
Oh 21,38A 47,16B 10,00A 6,48A 2, 74A 24.42B 1,53A 16,33A 1,68B
24h 16,91A 60,75A 9,38A 6,87A 407A 4425A 1,87A 13,09B 2,22A
Teste F 0,94ns 4,84* 0,33ns 1,03ns 3,38ns 557* 0,63ns  9,47** 4,60*
DMS 11,22 12,74 2,18 0,78 1,49 17,35 0,86 2,17 0,51
CV 50,84 42,03 40,12 21,02 78,11 89,91 90,43 26,29 47,08
Inter. TXM 0,33ns  0,49ns 0,24ns 0,65ns 1,34ns 0,53ns 1,42ns 0,35ns 1,58ns

** gsignificativo 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 variacdo; DMS = Diferenca
Minima Significativa; MO = extrato de sementes de moringa.
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Quando avaliado os nutrientes de acordo com a matéria-prima utilizada, o
calcio, cobre, magnésio e zinco ndo apresentaram diferencas significativas com o
armazenamento ou ndo dos colmos. Ja para a concentracdo de ferro, potassio e
manganés a cana armazenada apresentou um maior indice desses nutrientes
residuais no vinho, comportamento este, diferente do sédio, com maior presenca no
vinho produzido pela matéria-prima néo deteriorada.

Resultados estes diferentes aos obtidos por Oliveira (2016), em estudos
para a producdo de cachaca organica utilizando tratamento fisico-quimico,
antimicrobianos e a levedura CA-11, obteve ao final das fermentagbes vinho com
baixos indices de nutrientes, com concentracdo média de 0,16mg.L™ de ferro,
0,11mg.L™" de cobre, e concentracdes inferiores a 0,2mg.L™ para célcio, magnésio,
manganés e zinco. Esse comportamento pode variar de acordo com a matéria-prima

empregada e a concentracao de nutrientes disposta no meio para a levedura.

4.6. Determinacéo e caracterizacdo dos destilados

As cachacas também foram determinadas quanto aos componentes em
cromatografia gasosa (aldeidos, acroleina, esteres, metanol, 2-butanol, 1-propanol,
isobutanol, 1-butanol, isoamilico e furfural) e cromatografia liquida (carbamato de
etila). Além de teor alcoolico, acidez volétil, condutividade, turbidez, pH e teor de
cobre apresentados na Tabela 13.

De acordo com os resultados para a graduacdo alcodlica das cachacas,
devido ao mecanismo de destilacdo e a intencado de obter as cachacas com maior
teor alcodlico possivel, os resultados apresentaram uma pequena variacao.
Entretanto, com resultados préximos com média de 42,18% V/V, atendendo a
legislacdo, estabelecendo a graduacdo alcodlica entre 38 a 48% V/V (BRASIL,
2005). Alem da pequena varianga de resultado, comportamento semelhante foi
observado quando avaliado a condutividade elétrica, com resultado médio de
15,59ug.L™ e ao pH com resultado médio de 4,5.

Para a avaliacdo da turbidez da cachaca, de acordo com os tratamentos
empregados no caldo de cana, ha um pequeno aumento da turbidez em ambas as

matérias-primas, significando um maior aumento de compostos que dispersao a luz.



52

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 13, a soma do
coeficiente de congéneres (acidez volatil, aldeidos totais, ésteres totais, furfural +
hidroximetil, alcoois superiores) para as cachacas produzidas de colmos néo
armazenados para o caldo “in natura” foi de 212,65mg.100mL™ de &lcool anidro.
Para o caldo clarificado a soma apresentou resultados 6,62% inferior e para o caldo
clarificado utilizando o extrato de sementes de moringa foi 9,59% inferior.

Para as cachacas produzidas com os colmos armazenados por 24 horas, a
soma para o caldo “in natura” foi de 221,57mg.100mL™ de &lcool anidro. Para o
caldo clarificado os congéneres apresentaram reducdo de 3,92% e para o caldo
clarificado utilizando o extrato de sementes de moringa com reducéo de 10,39%. As
cachacas produzidas apresentaram resultados dentro ou proximas do recomendavel
da soma dos congéneres entre 200 a 650mg.100mL™ de &lcool anidro.

Resultados estes proximos aos obtidos por Garcia (2016), que observou
reducdo de 11,34% do coeficiente de congéneres utilizando a clarificacdo do caldo
para a producdo de cachaca organica. Este comportamento em ambas as matérias-
primas, com a reducdo na soma dos congéneres produzidos deve-se a menor
formacao de alcodis superiores.

A soma dos alcodis superiores, € 0S compostos pertencentes a soma,
isoamilico e isobutanol, apresentaram comportamento semelhante a reducdo da
soma dos congéneres. Para as cachacas produzidas sem o armazenamento dos
colmos, em comparagao a bebida produzida com o caldo “in natura”, utilizando a
clarificacdo do caldo, para a soma dos alcodis foi de 19,17%, com o emprego do
extrato de sementes de moringa, a reducao foi de 27,03%. Com os colmos
armazenados por 24 horas, a reducdo utilizando o processo de caleagem foi de
12,24% e a clarificacdo com o floculante natural foi de 17,34%.

Os resultados mostraram-se satisfatérios, como uma solucdo para a
producdo de cachaca de qualidade em matérias-primas com alto indice de alcoodis

superiores
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Os resultados mostraram-se satisfatérios, como uma solucdo para a
producdo de cachaca de qualidade em matérias-primas com alto indice de alcodis
superiores. Este fato ocorre devido a remocdo de aminoacidos através do processo
de clarificacdo, sendo que estes sdo 0s precursores para a formacdo desses
compostos durante o processo fermentativo, de odor caracteristico de bebidas
destiladas, o isoamilico apresenta aroma de flores caracteristico do “buqué” das
bebidas (ALCARDE, 2014).

Outros fatores que influenciam a formacdo de alcolis superiores séo
elevadas temperaturas, baixo pH do mosto, leveduras de baixa atividade e canas
armazenadas (CARDOSO, 2013). Essa porcentagem de reducdo € superior ao
apresentado por Garcia (2016), utilizando levedura CA-11 e o0 processo de
clarificacdo, a soma dos alcoodis superiores apresentou resultado 5,59% inferior.

Dentre os compostos, os esteres apresentaram resultados semelhantes nos
tratamentos utilizados, entretando com um baixo teor médio de 4,38mg.100mL™ de
alcool anidro, resultado este prejudicial a bebida, ja que o grupo dos ésteres
compdem a maior classe de compostos aromaticos, que dao a caracteristica de
frutado a bebida.

O furfural, composto secundario que apresenta odor peculiar, podendo
formar cor mediante a exposicdo ao ar e luz (AZEVEDO et al., 2007), apresentou
indices acima do recomendavel em ambos tratamentos empregados. Sua producao
poder ser justificada pelo residuo de pentoses e hexoses da fermentacdo durante a
destilagdo (Tabela 11), ocorrendo a formacéo de furfural (ALCARDE, 2014).

Dentre os demais compostos secundarios, estes ndo apresentaram alguma
variabilidade nos resultados de acordo com os tratamentos empregados, com
resultado médio da acidez volatil de 61,88mg.100mL™ de &lcool anidro e para os
aldeidos totais com resultado médio de 4,99mg.100mL™ de &lcool anidro, resultados
estes dentro do ideal segundo a Instru¢ées Normativas n° 13/2005.

Para garantir maior qualidade e saude para os consumidores, também
previsto nas legislacfes, a presenca de contaminantes (organicos e inorganicos) sdo
estabelecidos em paradmetros maximos. Avaliando os contamiantes organicos nas

cachacas (Tabela 13), ndo houve a producédo de alcool sec. butilico, n-butanol e
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acroleina. A presenca de metanol s6 foi encontrada na cachaca produzida com
colmos armazenados por 24 horas com o caldo “in natura”.

Para a producédo de carbamato de etila, em todas as cachacas avaliadas nao
foi possivel quantificar, quanto a esse teor devido a analise permitir resultados
supeirores a 6,23ug.L™?, resultados estes satisfatérios, j& que a producdo de
carbamato de etila vem sendo muito estudada devido ao seu potencial genotoxico e
carcinogénico, sendo que metade das aguardentes e cachacas produzidas no Brasil
apresentam concentracbes acima do limite de 210pg.L™ (RIACHI et al, 2014;
BRASIL, 2014). Em estudos Masson et al. (2014) apresenta uma avaliacdo no
estado de Minas Gerais, uma variabilidade no teor de 23 a 930ug.L™.

Quanto aos contaminantes inorganicos, foi avaliado o teor de cobre nas
cachacas produzidas (Tabela 13), de acordo com a legislacdo. Todas se mantiveram
dentro do recomendavel e em niveis proximos, aparentemente ndo influenciado
pelos tratamentos utilizados, apresentando uma média de 4,25mg.L™.

Para os demais nutrientes, mesmo nao fazendo parte da Instrucdo
Normativa, € de importancia a avaliacdo para analisar os reflexos do modo de
producdo e a interferéncia causada pelos tratamentos propostos. Sendo assim, 0s
nutrientes nas cachacas (N, K, Ca, Mg, Zn, Fe, Na e Mn) estdo apresentados na
Tabela 14.

Tabela 14 — Resultados da analise do teor de Nitrogénio, Potassio, Célcio, Magnésio

Zinco, Ferro, Sodio e Manganes das cachacas.

N K Ca Mg Zn Fe Na Mn
(mg.L™)
Oh
Caldo “in natura” 0,00 0,00 0,00 0,00 57,00 0,00 3,50 0,00
Caldo clarificado 0,00 0,00 1,00 0,00 86,50 0,00 450 0,00
Caldo clarificado + MO 0,00 0,00 1,50 0,00 109,00 0,00 5,50 0,00
24h
Caldo “in natura” 0,00 0,00 0,00 0,00 89,50 0,00 3,50 0,00
Caldo clarificado 0,00 0,00 0,00 0,00 82,00 0,00 4,00 0,00

Caldo clarificado + MO 0,00 0,00 0,00 0,00 76,50 0,00 3,00 0,00

MO = extrato de sementes de moringa.
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Avaliando o teor de ferro, potassio, magnésio, manganés e nitrogénio nao
foram encontrados nas cachacas. Na quantificacdo de célcio foi encontrado um
pequeno teor de 1 e 1,5mg.L? nas cachacas produzidas com colmos n&o
armazenados, para o caldo clarificado e caldo clarificado + MO. Para os demais
nutrientes, foram encontrados dosagens médias de 4,00mg.L™" para o sédio e
83,42mg.L™ para zinco, de acordo com os resultados, sem interferéncia dos colmos
e ou tratamento do caldo.

Resultados estes diferentes aos obtidos por Oliveira (2016), ao produzir
cachaca de forma organica, apresentou teores inferiores a 0,78mg.L™" quando
quantificado o teor de zinco e resultados inferiores a 0,05mg.L™ para o potassio,
manganés e ferro. Essa diferenca é causada pelas condicdbes do processo,

causando concentracfes diferentes de nutrientes dés da matéria-prima utilizada.
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5. CONCLUSOES

Considerando os resultados apresentados e discutidos, pode-se concluir

que:

a) O extrato de sementes de Moringa oleifera Lamarck apresenta atividade
antimicrobiana sobre a microbiota total da matéria-prima,;

b) O processamento de matéria-prima armazenada acarreta em um processo
fermentativo com maiores contaminantes e producdo de compostos
indesejaveis;

c) O extrato de sementes de Moringa oleifera Lamarck possui atividade
antimicrobiana durante o0 processo fermentativo, com reducdo na
concentracdo de bactérias lacticas;

d) O processo de clarificacdo e a utilizacdo do extrato de sementes de moringa

resultam em menor formacao de alcodis superiores na cachaca;
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