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RESUMO

7

Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acUcar
(Saccharum spp), sendo a regido sudeste a maior responsavel por esta producao.
O estado de S&o Paulo encontra-se como 0 maior produtor, com
aproximadamente 58,55% da producao total. Uma das maiores preocupac¢des do
setor sucroalcooleiro tem sido a qualidade da matéria-prima, a contaminacao
bacteriana dos processos fermentativos e a qualidade final do etanol. O setor
utiliza antimicrobianos sintéticos e naturais na fermentacédo visando um produto
final de qualidade. Objetivou-se nesse trabalho analisar a composicdo e a
gualidade do destilado final, sob antibiotico natural propolis, comparado com o de
uso convencional (o antibiotico sintético ampicilina) da fermentac&o proveniente de
duas estirpes diferentes de levedura. Utilizou-se um esquema fatorial 3X2X6, com
3 tratamentos principais (mosto testemunha, mosto com adigcdo de extrato
etanolico de prépolis e mosto com adicdo de ampicilina); 2 tratamentos
secundarios (estirpes selecionadas CAT 1 e PE 2) e 6 ciclos fermentativos, com
trés repeticbes. Foram realizadas analises tecnoldgicas e microbiolégicas no
mosto e nos destilados. Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que o
uso de antibidtico natural propolis ndo afetou a microbiota das leveduras
fermentativa e a composicao e a qualidade do destilado. As estirpes de leveduras

apresentaram o mesmo rendimento alcodlico.

Palavras-chave: ampicilina, contaminantes, processo fermentativo



ABSTRACT

Brazil is highlighted as a big sugar cane producer, being the S&o Paulo
State the biggest producer, having around 58.55% of the total Brazilian production.
Among the sugar and alcohol sector’'s preoccupations, the raw material, quality,
the fermentative process contamination and the ethanol final quality are the most
important issues. This work aimed evaluates the composition and the distillate final
guality when a natural antibiotic deviated from propolis compared to the ampicillin
was used, using the CAT 1 and PE 2 strains. The factorial scheme 3x2x6 was
used, being 3 main treatments (control, must + propolis ethanolic extract, and must
+ ampicillin); 2 secondary treatments (strains selected CAT1 and PE2), and 6
fermentative cycles, with 3 replications. Technologic and microbiologic analyses
were done. Results showed that the propolis as natural biocide doesn’t affected the
fermentative microbiota and composition and quality of distillate. Yeasts strains

CAT 1 e PE 2 didn"t show differences to alcoholic yield.

Keywords: fermentative process, ampicillin, contaminants.



1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar (Saccharum spp),
contando com uma area de 6,96 milhdes de hectares plantados com a graminea,
sendo o0 estado de S&o Paulo responsavel por 60% da producdo brasileira.
Através do processamento industrial da planta obtém-se diversos produto onde se
destaca o0 acucar e alcool que sao utlizados na alimentacdo e como
biocombustivel, respectivamente. Deve-se destacar ainda sua grande importancia
como matéria-prima basica para a sintese de diversos produtos, numa éarea
fundamental dos setores produtivos, denominada Alcoolquimica. Recentemente os
residuos gerados pelo processamento industrial da cana, especialmente o bagaco
e a vinhaca, tém sido apontados como importantes produtos na geracdo da

bioeletricidade e fertilizacdo dos solos.

bY

A producdo nacional de cana-de-acUcar destinada a industria
sucroalcooleira foi de 612.211,2 milhdes de toneladas na safra 2009/10,
superando em 7,10% a safra anterior, das quais 55% sé&o para a producao de
alcool. Do total de cana-de-agUcar destinada ao setor sucroalcooleiro, o estado de
S&o Paulo encontra-se como o0 maior produtor, aproximadamente 58% da
producdo total (CONAB, 2009) estes numeros estdo ligados ao rendimento da
fermentacdo alcoodlica que é uma das etapas mais importantes na produgédo de
alcool. A fermentacdo ocorre a partir do caldo da cana que € preparado dando

origem ao mosto, ao qual serdo adicionadas as leveduras, que transformardo os



acucares presentes no substrato em etanol, gas carbbnico e componentes

secundarios.

Esta leveduras no entanto competirdo com outras bem como com outros

microrganismos como baterias (microrganismo contaminantes).

A presenca destes microrganismos contaminantes durante o processo de
fermentacdo alcodlica pode ocasionar competicdo entre leveduras e bactérias
pelos acucares presentes no mosto. O que gera metabdlitos indesejaveis, que
podem ser téxicas as leveduras, ocasionando queda da viabilidade de células de
levedura e de brotos, chegando a ocasionar a floculacao do fermento, o que reduz
significativamente o rendimento industrial desta etapa de producao, se fazendo

necessario o controle de tais contaminantes.

Atualmente, uma das técnicas para controle de contaminantes a redugéo do
pH do mosto fermentativo utilizando-se grandes quantidades de acido sulfarico,
aliado a adicdo de antibidticos. Estas operacdes, realizadas continuamente podem
resultar no aumento da populacdo de linhagens de bactérias e leveduras
resistentes, além dos prejuizos ambientais e econdmicos, destaca-se 0 baixo

rendimento fermentativo e as elevadas produgdes de vinhaca.

Uma alternativa para minimizar a utilizacdo de antibiéticos sintéticos seria
com o emprego de biocidas naturais ou seja antibiotico, bacteriostatico naturais
gue apresentam mais de um principio ativo. Dentre varios biocidas naturais pode-

se destacar a utilizacdo da propolis, que apresenta excelente acdo antibacteriana.



O presente estudo objetivou verificar a acdo do biocida natural propolis
comparando-o ao biocida sintético ampicilina como técnicas para remediar a acéo
dos contaminantes microbianos presentes na fermentacdo alcodlica destinada a
producédo do destilado. Buscou-se conhecer também o comportamento fisiolégico
das leveduras em processo, assim como a composi¢cdo e qualidade do destilado

produzido.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Qualidade da Matéria-Prima

O estado em que a matéria-prima encontra-se afeta diretamente o
desempenho das operac¢des industriais, fundamentais para a obtencdo de altos

rendimentos e qualidade do produto final.

De acordo com STUPIELLO (1992), a qualidade deve ser conceituada
como conjunto de caracteristicas da matéria-prima compativel com as exigéncias
da industria. A cana-de-acUcar deve atender a uma conjuncdo de parametros
tecnologicos e microbioldgicos que definem a sua qualidade e tenham uma

influéncia fundamental no seu processamento.

De acordo com AMORIM et al. (2005) a queda do rendimento fermentativo,
devido aos efeitos da contaminacdo bacteriana, pode acarretar prejuizos
significativos na inddstria como a paralisacdo do processo de fermentacdo

alcoodlica.

Segundo MUTTON & MUTTON (1992), dentre os fatores de qualidade da
matéria-prima que afetam o rendimento e o produto final incluem: variedade,
teores de acUcares, % de fibra na cana, quantidade de impurezas, umidade da
cana e fatores de estresse como seca, geada, irrigacdo, doencas, pragas, danos
fisicos nos colmos, e deterioragdo por microrganismos, devido a um atraso no seu

processamento.



Estudos realizados por GONCALVES (2003) e RAVANELI et al. (2006),
evidenciaram que a cana-de-acUcar € comprometida pelo ataque de cigarrinha-
das-raizes (Mahanarva fimbriolata) provocando impactos no processo fermentativo
e producédo de etanol. Verificaram ainda que a viabilidade de células e brotos de
leveduras foi significativamente afetada pelos danos provocados pelo ataque da
praga, resultando em fermenta¢gbes incompletas, alteracbes na composicdo do

destilado e menor rendimento alcodlico.

De acordo com VILLELA (2003), o processamento da matéria-prima com
gualidade possibilitou a otimizacdo do processo fermentativo, resultando em
maiores produtividades. O emprego de matéria-prima de qualidade no processo

fermentativo é extremamente importante quando se busca a producéo de etanol.

2.2. Contaminantes da Fermentacao Alcodlica

A fermentacdo alcodlica é o processo biolégico através do qual as
leveduras desdobram os carboidratos presentes no substrato, transformando—os
principalmente em etanol e gas carbonico. Nesta fase podem ocorrer varios
problemas tais como a contamina¢cdo do meio por outros microrganismos como
bactérias. Entre 0os principais a contaminacdo bacteriana, que consiste em uma

das principais preocupac¢fes da agroindustria sucroalcoleira (CHERUBIN, 2003).



Focos de contaminacdo podem iniciar-se na lavoura, uma vez que a cana-
de-acUcar abriga em seu ecossistema uma grande diversidade de microrganismos
proprios, que acabam constituindo uma contaminagao natural desde as operagdes
de corte e colheita até etapas da fabricacdo do alcool (MUTTON, 1998; AMORIM

& LEAO, 2005).

MUTTON (1998), observou que colmos de cana cortados a mitos dias
secavam nos patios das destilarias e pro estarem contaminadas forneciam mostos
com grande numero de microrganismos indesejaveis assim como grande
guantidade de impurezas minerais decorrentes da queima dos mesmos para a

colheita.

Quando nédo se tem um controle adequado do processo de producéao, a
presenca de contaminantes no mosto se constitui um grave problema para as
destilarias, ndo so pelo fato destes microrganismos desviarem parte dos aclUcares
produzindo sustancias ndo desejaveis, como também acarretando um menor

rendimento alcodlico do vinho (AMORIM & LEAO, 2005).

Outro problema decorrente da contaminacdo € a queda na viabilidade
celular das leveduras fermentadoras segundo THOMAS et al., (2001), uma
reducdo de viabilidade pode estar relacionada a producdo de metabdlitos pelas
bactérias que sao toxicas as leveduras como também pelo esgotamento de alguns

nutrientes que sao essenciais para o desenvolvimento das leveduras.



De um modo geral, dentre 0s microrganismos responsaveis pela
contaminacdo da fermentacdo alcodlica destacam-se as bactérias pertencentes
aos géneros Acetobacter, Clostridium, Leuconostoc, Streptococus, Enterobacter,
Bacillus e Lactobacillus (AMORIM & LEAO, 2005) e os fungos (leveduras e
bolores) Saccharomyces, Torula, Pichia, Penicillum, Aspergillus, Cladosporuim
(BEVAN & BOND, 1971 citado por CABRINI & GALLO, 1999) e Candida (CABRINI

& GALLO, 1999).

O tratamento do caldo originando 0o mosto pode amenizar tais
contaminacgoes, pois para STUPIELLO & HORII (1982), os tratamentos de caldo
de maneira geral visam: a reducdo de quantidade de impurezas grosseiras,

aumento do teor de agucares totais, resultando em maior eficiéncia do processo.

Dentre os tratamentos destaca-se a faixa adequada de pH segundo
VASCONCELOS (1999), o pH do mosto entre 3,5 e 4,5, propicia melhor

desempenho na fermentacéo alcodlica, quando conduzido em batelada simples.

Ja para ANDRIETTA et al., (1999), um fator determinante para que se possa
projetar uma unidade de fermentacdo alcodlica é definir o comportamento do

microrganismo que serd utilizado como agente de transformacéao.

De maneira geral as bactérias presentes na fermentacdo alcodlica sdo
sempre uma preocupacéao pelos problemas que elas causam, tais como, consumo
de agucar e nutrientes do mosto, queda da viabilidade das leveduras, producéo de

metabdlitos, floculagdo de leveduras, além da queda na producdo de &lcool



(CAMOLEZ, 2004). Considerou ainda que esta € a maior causa de reducdo na
producdo de etanol durante a fermentacdo, razdo pela qual apresenta
necessidade de um controle, através da utilizacdo de agentes antimicrobianos

guando atinge niveis problematicos.

Define-se qualidade da matéria-prima como o conjunto de caracteristicas
compativeis com as necessidades da industria. Sendo este, um fator muito
importante para a unidade industrial, pois dele depende a eficiéncia da

recuperacao do agucar, do alcool e a qualidade do produto final.

Neste contexto, reduzir os impactos provocados pelos contaminantes sobre a
producdo e qualidade do alcool é fundamental. Para tanto, a identificacdo das
fontes de contaminagcbes e a orientacdo durante o processo de producado
objetivando a reducdo dos microrganismo sdo de grande importancia para o

éxito da producéo.

2.3. Uso de Biocidas para o Controle de Contaminantes

O emprego de biocidas convencionais pode apresentar restricoes, em
virtude da possibilidade de se encontrar residuos nos destilados. Pentaclorofenol
foi usado durante alguns anos nas proporc¢des de 0,01 a 0,05 g/L de mosto, com

bons resultados, porém seu uso é hoje proibido (LIMA, 2001).



Assim como, o fato de se trabalhar por grandes periodos com apenas um
principio ativo o que ocorre em grande parte dos casos, possibilita o
desenvolvimento de resisténcia por parte dos contaminantes do biocida utilizado.
De acordo com OLIVA-NETO & YOKOYA (2001), microrganismos contaminantes
sdo também reciclados com a levedura e isto pode causar muitos problemas,

como a competicdo entre bactérias e leveduras pelo mesmo substrato.

A possibilidade do desenvolvimento da resisténcia microbiana & crescente
sendo incerta a perspectiva de uso de drogas antimicrobianas no futuro. Portanto,
devem ser tomadas atitudes como: controlar o uso de antibiéticos, desenvolve
pesquisas para melhor atender os mecanismos genéticos de resisténcia e
continuar os estudos de desenvolvimento de novas drogas, tanto sintéticas como

naturais (NASCIMENTO et al., 2000).

Relatos de BREGAGNOLI (2006) foram pioneiros quanto a utilizacdo de
biocidas naturais, como o extrato de propolis no controle de bactérias
contaminantes da fermentacdo alcodlica para a producdo de cachaca. A autora
observou resultados positivos na utilizagdo do extrato de prépolis, com viabilidade
sempre constante e em niveis elevados, menor teor de glicerol e maior teor

alcodlico no vinho produzido.



2.3.1. Biocidas naturais

O controle bacteriano da fermentac&o alcodlica do combustivel industrial do
Brasil é feito atualmente pela lavagem da massa de fermento com acido sulfarico.
Este processo é reforcado pela adicdo de biocidas, tal como carbamato,
compostos de aménio, compostos quartenario de amoénio, fendis e antibidticos
(penicilina, virgicionina, Kamoran WP) (OLIVA-NETO et al., 2001).

A propolis é uma substancia resinosa processada pelas abelhas meliferas a
partir de varias partes da planta (KATIRCIOGLU & MERCAN, 2006). Muito
conhecida por sua acdo antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria,
imunomodulatéria, dentre outras (FERNANDES Jr. et al., 2006). E utilizada na
medicina tradicional desde a antiguidade devido a esse largo espectro de

atividade biologica (KUJUMGIEV et al., 1999).

A prépolis possui uma composi¢ado complexa, podendo variar em funcéo de
fatores como a flora da regido, estacdes do ano e caracteristicas genéticas das
abelhas (SOUSA et al., 2007). Os flavonoides, juntamente com &cidos fendlicos e
ésteres, aldeidos fendlicos e cetonas sdo considerados 0s mais importantes
compostos antimicrobianos da propolis. O mecanismo de atividade antimicrobiana
é tido como complexo e esta atribuido ao sinergismo entre os flavonodides,

hidroxiacidos e sesquiterpenos (FERNANDES Jr. et al., 2006).



Composta por varios principios ativos que a tornam eficiente no controle de
bactérias, possui efeito altamente inibitério sobre determinados géneros, tais como
Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus e Mycobacterium (BIANCHINI &
BEDENDO, 1998). Sado encontrados pelo menos 200 componentes em amostras
de prépolis de diversas origens, dentre esses, acidos graxos e fendlicos, ésteres,
ésteres fendlicos, flavondides, terpenos, [-esteroides, aldeidos e alcodis

aromaticos, sesquiterpenes e naftaleno (AGA et al., 1994; BANKOVA et al., 1996).

A propolis tem enorme importdncia médica e econbmica, sendo
comercializadas em preparacdes farmacéuticas e cosmeéticas, destacando-se:

comprimidos, pastilhas, lo¢des, tinturas, etc. (SOUSA et al., 2007).

Segundo BIANCHINI & BEDENDO (1998), uma concentragdo de propolis
de 10% no meio de cultura inibiu o crescimento de Agrobacterium tumefaciens,
Clavibacter michiganensis e Xanthomonas axonopodis, enquanto que Erwinia
chrysanthemi apresentou crescimento reduzido; ja a Pseudomonas syringae néo
se mostrou afetada pela presenca do extrato aquoso de propolis no meio de

cultura.

De acordo com FERNANDES Jr. et al.(2006), empregaram o extrato
aquoso de propolis de 3 localidades distintas para se determinar a acao
antimicrobiana da mesma prépolis, constaram que as bactérias Gram-positivas
foram mais sensiveis ao extrato aquoso de propolis, independente do local de

coleta da resina. Todavia, KATIRCIOGLU & MERCAN (2006) ao estudarem a



propolis de trés localidades obtiveram como resultado uma forte inibicdo da
Escherichia coli ATCC 35218 dentro das Gram-negativas.

Extrato de pomelo, outro antimicrobiano natural, € empregado na
conservacdo de pescado e higienizacdo de equipamentos; elimina em torno de
97% das bactérias a superficie de folhas de alface, contribuindo para conservacao
pés-colheita do produto. O extrato de pomelo tem na sua composicao varios
principios ativos Como o &cido caféico e terpenos (LOPEZ et al. 2001). O &cido
caféico € um agente bactericida e os terpenos sdo fungicidas em potencial

(ORDONEZ, 2004).

Segundo BREGAGNOLI (2006), o extrato de propolis pode ser utilizado no
controle de bactérias contaminantes da fermentacdo alcoodlica, uma vez que se
mostrou tao eficiente quanto a ampicilina, sendo de facil obtencéo, baixo custo e
ecologicamente seguro; enquanto que o extrato de pomelo na fermentacéo

alcodlica ndo obteve efeito inibitério de contaminantes.

Outro biocida utilizado em fermentacdo, por exemplo na producdo de
cerveja é o lapulo, € uma planta didica, responsavel pelo amargor tipico e
contribuem para o aroma da cerveja. Pode ser comercializado na forma de flores
secas, po e extratos, além das caracteristicas citadas, dadas a cerveja pelo lupulo,
esta planta ainda possui outras fungcdes como evitar “espumamento” durante a

fervura e agente bacteriostatico (CERVESIA, 2007).



O uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos
tem levado a selecdo de microrganismos patogénicos mutantes resistentes a
esses compostos, tornando o uso de antimicrobianos de origem natural uma

alternativa eficaz e econdmica (CRISAN et al., 1995).

2.3.2. Biocidas sintéticos

A ampiclina € um derivado de penicilina de amplo aspecto, sendo um
guimioterapico do grupo [-lactamico que interfere na sintese de
polipeptidioglicano, na parede celular bacteriana, cuja agao final é a inativagdo de
um inibidor das enzimas autoliticas, conduzindo a lise da bactéria. A ampicilina é
destruida por algumas bactérias que produzem p-lactamase e por muitos
microrganismos Gram-negativos. A ampicilina age, assim, no combate a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, estando indicada nos casos de infec¢des. E um
antibidtico sintético comprovadamente testado como inibidor de bactérias.Por ser
um bactericida, apresenta mecanismo e acdo semelhante ao das outras
penicilinas. Entretanto, a ampicilina tem maior afinidade a proteina fixadora da

penicilina 3, que é responsavel pela formagcdo de septos no momento da divisdo

da célula bacteriana (RANG et al., 1995).

Outros biocidas sintéticos sdo bastante usados em industrias

sucroalcooleira, como Kamoran que é um tipo de antibidtico que, seletivamente,



age como bactericida e bacteriostatico. Sua producdo é obtido através da

fermentacdo da bactéria Streptomyces cinnamonensis (QUIMICA REAL, 2009).

2.4. Formacao de Compostos Secundarios

Nem todo agucar presente no mosto é transformado em alcool e gas carbénico.
Parte significativa pode ser utilizada para a multiplicacédo do fermento na dorna,
bem como para a formacdo de carboidratos de reserva (trealose) e produtos
secundarios, como glicerol, &cidos, aldeidos, ésteres, alcolis superiores, etc.

(FIALHO, 2004).

A trealose é um dissacarideo néo redutor constituido de duas moléculas de
glicose. Originalmente a trealose era considerada substancia de reserva
energética para a levedura, porém, outros autores sugerem que ela possua a
funcdo de protecdo para a célula da levedura, durante situacdes de estresses, tais
como, altas temperaturas, alta concentracdo de etanol e choque osmébtico

(ALCARDE & BASSO, 1997; FERREIRA et al., 1999; GOMES et al., 2002).

A formacédo de glicerol ndo é constante e além das estirpes de levedura,
fatores como oxigénio, temperatura da fermentacéo e pH tem sido relatados por
influenciar na formacéo deste composto. Segundo RADLER 1982, dentro do limite
normal de condicdes, esses fatores ndo sdo muito importantes, particularmente

guando o limite de pH esta conservado entre 2,8 a 5,0.



O glicerol € formado na mesma via de sintese do etanol, com um desvio,
competindo pela utilizacdo do poder redutor (NADH), motivo pelo qual a sintese
deste composto é inversamente proporcional & do etanol. Portanto a formagéo de
glicerol pode interferir no processo fermentativo de forma desfavoravel. A
producéo de glicerol pode ser influenciada por diversos fatores, dentre eles cita-se

a estirpe de levedura empregada no processo fermentativo (BASSO, 1996).

Aldeidos sdo compostos resultantes da oxidacdo parcial ou desidrogenacao
de alcoois primarios. Esses aldeidos podem ser formados pela reducéo de acidos
graxos, mas sao de ocorréncia restrita na fermentaco alcodlica (PIGGOTT, 1989;

POTTER, 1980) citados por MAIA (1994).

O principal aldeido associado a fermentacdo alcodlica propriamente dito € o
acetaldeido. A formacdo de congéneres como acetaldeido ocorre principalmente
nas primeiras horas da fermentacdo, diminuindo posteriormente, principalmente,

sob condi¢des de anaerobiose (MAIA et al., 1995).

De acordo com Instrucdo Normativa n© 13/2005 e legislacdes, as quantidades de
compostos secundarios totais, excluindo-se o etanol em cachaca, devem estar
dentro dos limites de 200 mg a 650 mg/100 mL de &lcool anidro (a.a.), sendo os
limites maximos admitidos para cada composto secundario de 150 mg/100mL
(a.a.) de acidez volatil em acido acético; 200 mg/100mL (a.a.) de ésteres em
acetato de etila, 30 mg/100mL (a.a.) de aldeido expresso em acetaldeido, 5

mg/100mL (a.a.) de furfural, 20 mg/100mL (a.a.) de metanol e 360 mg/100mL



(a.a.), acroleina 5mg/100mL (a.a.), sec. butilico 10mg/100mL (a.a.), n-butilico
3mg/100mL (a.a.), soma dos compostos secundarios 200 a 650/100 mL (a.a.)

(BRASIL, 2005).

A partir de aminoacidos presentes no caldo de cana varios aldeidos podem ser
formados. A degradagdo parcial de aminoacidos leva a formacdo de alcodis
superiores que, em presenca de oxigénio, podem ser convertidos em aldeidos

(CROWELL et al., 1961; ENGAN, 1970).

Os alcodis homodlogos superiores sdo compostos organicos que possuem
uma hidroxila (OH), ligada diretamente ao a&tomo de carbono, que nédo pertenca a
um anel aromético. Segundo WEBB & INGRAHAM (1963), os alcodis homdlogos
superiores n-propilico, isobutilico e isoamilico sdo comuns em todas as bebidas

fermentadas, estando presentes em todos os sistemas de fermentacao.

A formacédo de alcodis superiores esta relacionada com a linhagem da levedura e
com a ocorréncia de oxigénio e temperaturas elevadas. As formacdes de acidos
ocorrem na fermentacédo alcodlica, pois estdo sempre presentes na matéria-prima.

(CARDOSO, 2001).

O furfural, um aldeido de presenca rara em algumas cachacas, € resultante da
decomposi¢cdo quimica de carboidratos. E formado, principalmente, pela
pirogenacdo da matéria organica depositada no fundo dos alambiques. A sua
formacéo é evitada pela destilacdo do vinho limpo, livre de substancias orgéanicas

em suspensdo. Nas cachacgas envelhecidas, o furfural pode ser oriundo da acéo



de &cidos sobre as pentoses e seus polimeros (hemiceluloses). Esse composto
pode estar presente no caldo de cana, quando a colheita da cana-de-acucar for
precedida da queima do palhico (NOVAES, 1974; POTTER, 1980; PIGGOTT et

al., 1989; YOKOYA, 1995).

Possui um aroma intenso presente nos destilados. Encontra-se em maior
guantidade na cauda e € prejudicial a qualidade do mesmo e a saude do
consumidor, por isso, 0 seu teor € limitado sendo no maximo de 5mg/100mL (a.a.),

conforme a lei vigente (CLETO, 1995).

Acroleina é um composto produzido na cachaca € uma substancia que
apresenta gosto desagradavel, presente nos vinhos alterados, responsavel pela
presenca de gostos amargos em destilados. Sendo formada por bactérias ou pela
desidratacdo do glicerol na presenca de acidos, quando em contato com as
superficies metalicas do alambique, é altamente toxica e irritante ao nariz e aos

olhos (NYKANEN & NYKANEM, 1991).

Esteres, como
acetato de etila, sdo formados a partir de uma reagéo entre alcodis e acidos, tém
aroma peculiar de frutas e compde o0 “buquet”’ de vinhos e destilados (CARDOSO,

2001).

Carbamato de etila € um composto potencialmente carcinogénico e forma-

se naturalmente em alimentos tais como péo, iogurte, vinho, cerveja, saqué e,



principalmente, em bebidas fermento-destiladas tais como uisque, rum, vodca,

grapa, cachaca e tiquira (ANDRADE-SOBRINHO et al., 2003).

Segundo CLETO E MUTTON (1995), leveduras diferentes produzem os
mesmos componentes secundarios do ponto de vista qualitativo, porém

guantitativamente apresentam diferencas significativas.

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Tecnologia do Acglcar e do
Alcool do Departamento de Tecnologia — FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal-

SP, ao decorrer da safra 2008/2009.

3.1. Material

A matéria-prima utilizada para o preparo do mosto foi o caldo extraido de
colmos da cana industrial, coletados na unidade de producdo Usina Santa Adélia
na regido de Jaboticabal-SP, no periodo setembro a novembro de 2008. Este
caldo foi coletado do primeiro terno da moenda sem nenhum tratamento prévio,
sendo encaminhado ao laboratério FCAV-UNESP no tempo aproximado de uma

hora.



3.2. Microrganismos

As estirpes utilizadas no experimento foram CAT1 (Catanduva-SP) e PE2
(Usina da Pedra—Serrana- SP) que tém se mostrado eficientes nos processos
fermentativos realizados no Estado de Sdo Paulo e que se apresentam como

excelentes fermentadoras.

3.3. Delineamento e Tratamento

Para a realizacdo do ensaio utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizados, em esquema fatorial 3x2x6, com 3 repeti¢des, sendo o primeiro fator
os biocidas avaliados (testemunha, prépolis e ampicilina), o segundo fator estirpes

de leveduras (CAT1 e PE2) e o terceiro fator os seis ciclos fermentativos.

A andlises estatisticas dos componentes secundéarios foram realizadas
através do delineamento em blocos casualizados, em esquema fatorial 3x2x3,
com 3 repeticbes, sendo o primeiro fator os biocidas avaliados (testemunha,
prépolis e ampicilina), o segundo fator as estirpes de leveduras (CAT1 e PE2) e 0

terceiro fator os trés ciclos fermentativos definidos para este estudo.



3.4. Tratamentos Empregados

Os tratamentos utilizados foram: mosto sem adicdo de antibibtico
(testemunha), mosto com adigdo de propolis e mosto com adicdo de ampicilina,
todos fermentados com as estirpes de leveduras CAT1 e PE2 em seis ciclos

fermentativos e trés repeticoes.

3.5. Preparo do Mosto

O caldo tinha o Brix inicial em torno de 20° e foi submetido a uma pré
clarificacdo, sendo aquecido a 100<C, e adicionado acido fosforico (300 mg/L) para
facilitar a decantagédo de impurezas vegetais e minerais. As impurezas decantadas
foram descartadas e o caldo peneirado aguardou o resfriamento até 30°C. O Brix
do caldo foi reduzido a 14° através de adi¢cdo de agua destilada para o preparo do

mosto.

3.6. Preparo do Fermento

As estirpes de leveduras selecionadas foram multiplicadas em processo de

cortes com mosto de Brix 2° 4° e 6° sob agitacdo manual até se obter o total de



massa necessaria em temperatura 30°C. ApGs a obtencdo de massa as leveduras
foram adaptadas ao meio fermentativo em Brix de 6° 9° 12°e 14° onde ja se

encontrava aptas para fermentagao.

A dorna utilizada tem a capacidade de 10L, porém foram fermentados 6L de
mosto no Brix 149 no qual foram inoculadas células das leveduras na proporcao

de 30g/L.

3.7. Preparo dos Biocidas

3.7.1. Propolis

Utilizou-se propolis coletada no municipio de Guaxupée-MG por
BREGAGNOLI (2006), sendo que a extracdo do principios ativos foi realizada da
mistura de 25 g de prépolis triturada em 100 mL de solucdo de etanol 80% v.v'

sob agitacdo em banho termostatizado a temperatura de 70° C durante 30

minutos, tendo como produto final o extrato etandlico de propolis (KOO, 1996).

A dosagem utilizada foi 4mg L™ para o extrato de prépolis. Essa dosagem

foi estabelecida em ensaios realizados por BREGAGNOLI, (2006).



3.7.2. Ampicilina

A solucéo estoque de ampicilina foi preparada na concentracéo de 5g/L ou

5000 ppm em agua destilada, depois a solucéo foi autoclavada.

A dosagem utilizada foi 4mg L™ para o extrato de ampicilina.

3.8. Conducéo da Fermentacéo

O processo utilizado para a conducao da fermentacédo foi em batelada
alimentada, com recuperacdo do fermento por centrifugacédo do vinho (Processo

Melle Boinot Almeida).

B

Figura 1: A —imagem das dornas usadas nos ciclos fermentativos. B — massa de
levedura utilizada como agente fermentador do experimento. Fonte: imagem da
autora, 08/01/2010, UNESP Jaboticabal, Laboratoério de Tecnologia.



As fermentacdes foram realizadas em dornas de aco inoxidavel e fundo
conico, com capacidade para 10L. As fermentacdes ocorreram da seguinte
maneira: o pé-de-cuba (30% do volume final da dorna), foi tratado com biocidas de
acordo com o esquema fatorial adotado. Apdés o tratamento, aguardou-se 60
minutos para iniciar as alimentacdes, que foram fracionadas em quatro vezes de
1,5L, com intervalos de 60 minutos, totalizando 6L de mosto por dorna.

Ao término da fermentacdo o0 vinho era centrifugado e as leveduras
recuperadas para compor um novo pé—de-cuba e dar inicio a outro ciclo até a
concluséo dos ciclos propostos no esquema fatorial.

Os preceitos de higiene que aperfeicoam e/ou preservam a qualidade da matéria-
prima e das condi¢cbes da fermentacao foram adotados, tais como: filtragem, uma
pré-clarificacdo do caldo, ajuste do brix e temperatura. A cada 3 ciclos foi realizada

limpeza do fundo de dorna, de maneira a reduzir a contaminac¢do bacteriana.

3.9. indice de Viabilidade de Leveduras

O indice de viabilidade de leveduras foi realizado no inicio e no final da
fermentacdo conforme método descrito por LEE et al. (1981), ap6s a
homogeneizacdo dos pés-de-cuba, assim como do vinho, realizou-se a coleta das
amostras em frascos limpos e esterilizados. Os parametros avaliados foram:

viabilidade celular e de brotos, indice de brotamentos de levedura.



3.10. Destilacéo

Concluido o processo de fermentacéo, realizou-se a centrifugacédo do vinho
para recuperacdo das células de levedura e obtencdo do vinho delevurado. A
destilacdo do vinho foi feita em um micro destilador de alcool modelo TE-012
Tecnal, com um volume de 60 mL recuperando 20 mL com uma concentracdo de
3 vezes, cada destilagéo leva cerca de 15 minutos.

Apés a destilagcdo, as amostras foram submetidas a analise de
componentes em cromatografo gasoso Shimadzu GC 2014, acoplado com
software GC Solution com uma coluna Restec modelo Rtx® - 1301, 60m X
0,25mm. Injetou-se 1uL de cada amostra nas seguintes condicdes: temperatura do
injetor 200°C, temperatura do detector 240°C, gas de arraste: Nitrogénio; pressao:
186,6kPa; fluxo: 47,2mL/min.; fluxo da coluna:1,7mL/min.; velocidade linear:
30cm/seg. A temperatura da coluna permaneceu por 7,5 minutos a 40°C,
aumetando até 220°C, com uma taxa de 10°C/min. Os compostos avaliados
foram: acetaldeido, acetato de etila, etanol, alcool n-propilico, alcool isobutilico e
alcool isoamilico. A duragdo de cada analise cromatogréafica foi em torno de 40

minutos.



Figura 2: Microdestilador modelo TE-012, Tecnal. Fonte: imagem da autora,

08/01/2010, UNESP Jaboticabal, Laboratério de Tecnologia.

Ap6s a destilacdo, as amostras foram submetidas a analise de
componentes em cromatografo gasoso Shimadzu GC 2014, acoplado com
software GC Solution com uma coluna Restec modelo Rtx® - 1301, 60m X
0,25mm. Injetou-se 1uL de cada amostra nas seguintes condi¢gfes: temperatura do
injetor 200°C, temperatura do detector 240°C, gas de arraste: Nitrogénio; pressao:
186,6kPa; fluxo: 47,2mL/min.; fluxo da coluna:1,7mL/min.; velocidade linear:
30cm/seg. A temperatura da coluna permaneceu por 7,5 minutos a 40°C,
aumetando até 220°C, com uma taxa de 10°C/min. Os compostos avaliados

foram: acetaldeido, acetato de etila, etanol, alcool n-propilico, alcool isobutilico e



alcool isoamilico. A duracdo de cada analise cromatogréafica foi em torno de 40

minutos.

Figura 3: Cromatografo gasoso Shimadzu GC 2014, acoplado com software GC
Solution com uma coluna Restec modelo Rtx® - 1301, 60m X 0,25mm. Fonte:

imagem da autora, 08/01/2010, UNESP Jaboticabal, Laboratério de Tecnologia.

3.11. Métodos
As amostras (mosto, vinho e destilado) foram submetidas a
homogeneizacdo, e aliquotas foram utilizadas para as analises quimico-

tecnologicas, conforme segue:



- Brix do Mosto e Vinho: determinado por um densimetro de Brix com
avaliagao e controle de temperatura.
- pH do Mosto e do Vinho: determinado através de leitura direta em ph-metro
digital, com escala de 0-14.
- AcuUcares Redutores Totais — ART% Mosto: expressos em relacdo a glicose
e dosados pelo Método Volumétrico de LANE & EYNON (1934).
- Acidez Sulfurica do Mosto e Vinho: determinada de acordo com técnica
descrita em COPERSUCAR (1988).
- AcUcares Redutores Residuais Totais (ARRT) do Vinho: segundo as
técnicas descritas em LANE & EYNON (1934).
- Glicerol do Vinho: determinada de acordo com técnica descrita em
COPERSUCAR (1987).
- Avaliacdo da Composicéo do Destilado: por cromatografia gasosa GC-2014
Shimadzu.
- Rendimento fermentativo (%).
Os resultados foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, utilizando o software AgroEstat — Andlises Estatisticas de

Ensaios Agrondmicos a 5% de probabilidade (BARBOSA & MALDONADO, 2009).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Fermentagao

As médias das caracteristicas fisico-quimicas do mosto utilizado na fermentacao

estdo detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios observados para caracteristicas do mosto utilizado nas
fermentacoes.

BRIX pH Acidez ART (AcgUcares Redutores Totais)
(g/L) (9/100g)
CAT1 14° 4,22 1,62 12,44
PE2 14° 4,27 1,22 12,82

A queda do Brix das fermentacdes teve um acompanhamento constante,
sendo possivel verificar as condi¢cdes e o periodo das fermentacdes (Gréaficos 1 e

2). Pode-se observar que os tratamentos utilizados n&o diferiram entre si.
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Gréfico 1 — Curva de queda de Brix durante a fermentacao, utilizando a estirpe CAT1.
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Gréfico 2 — Curva de queda de Brix durante a fermentacao, utilizando a estirpe PE2.

Tanto na estirpe CAT1 quanto na estirpe PE2, pode-se observar 0 mesmo
comportamento sem diferengas significativas (Grafico 2).
O tempo de fermentacgéo foi em torno de 12 horas, nas fermentagdes utilizando a

leveduras CAT1 e PE2.



A acidez do vinho, apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
ampicilina e a propolis e entre os ciclos fermentativos, porém ndo saiu dos
padrbes de acidez ionizavel para uma fermentacao de qualidade (Gréfico 3 e 4).

Os vinhos obtidos ao final das fermentacfes ndo apresentaram alteracao
significativa de acidez, independente da levedura utilizada, conforme Tabela 2.

Segundo NOVAES et al., (1992), em um processamento considerado
normal da fermentacdo, em funcdo da acidez titulavel ou da acidez ibnica do
mosto, exige que esta se situe dentro de certos limites, visto que as atividades das
leveduras estdo estreitamente relacionados com os dois tipos de acidez. Tanto a
acidez deficiente como a excessiva sdo inadequadas aquelas atividades e as
prejudicam. Neste contexto, € desejado que pH esteja entre 4,5 e 5,5 e, a acidez
titulavel, em torno de 2,5 g de H,SO,/L (Tabela 2).

O pH do vinho nos tratamentos e nos ciclos fermentativos nao diferiu no

inicio quanto no fim das fermentacdes (Tabela 2).
Em relacéo as fermentacdes utilizando a estirpe PE2 apresentaram um menor pH
comparadas com as fermentagfes utilizando CAT1 tanto no inicio quanto no fim
das fermentacdes, ndo comprometendo a qualidade e composi¢cdo do destilado.
(Graficos 5 e 6)

Houve uma interacdo do pH dos vinhos entre fermentagcoes com as
leveduras e ciclos fermentativos inicial, onde foi observado que apenas no 1°ciclo
utilizando a levedura PE2 obteve um pH maior comparada a com a fermentacéo
utilizada a levedura CAT1. Sendo que do 2° ao 6° ciclos fermentativos utilizando-

se a levedura PE2 manteve um pH menor (Grafico 7).



Este fato esta ralacionado com o comportamento das estirpes de leveduras

utilizadas na fermentacéao.

Tabela 2. Resultados da andlise de variancia das médias da acidez, pH inicial e
final dos vinhos.

ACIDEZ pH INICIAL pH FINAL
Biocidas (A) (g/L)
1 Testemunha 2,69 ab 3,70 a 3,70a
2 Propolis 2,71 a 3,66 a 3,61la
3 Ampicilina 2,49 b 3,64 a 3,64 a
F (A) 3,82* 2,37 2,77™
DMS (5%) 0,20 0,07 0,09
Inoculos (B)
1 PE2 2,70 a 3,60b 3,52b
2 CAT1 2,56 a 3,73a 3,78 a
F (B) 3,72"™ 29,51** 62,71**
DMS (5%) 0,13 0,04 0,06
Ciclos (C)
1 ciclo 2,26 C 3,63a 3,58a
2 ciclo 2,44 be 3,67 a 3,71a
3 ciclo 2,76 ab 3,68a 3,70a
4 ciclo 2,84a 3,66 a 359a
5 ciclo 2,70 ab 3,69a 3,65a
6 ciclo 2,79 ab 3,66 a 3,66 a
F (C) 7,36** 0,53™ 1,78™
DMS (5%0) 0,35 0,12 0,16
AXB 0,23™ 0,69™ 9,56**
AXC 0,17™ 0,53™ 0,92"
BXC 0,57™ 5,77** 3,85**
AXBXC 0,24™ 0,61™ 0,47™
CV% 13,20 3,53 4,66

ns: ndo significativo, *: significativo ao nivel de 5% e **: significativo ao nivel de 1%
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Gréfico 3- Resultados médios de acidez nos tratamentos fermentativos.
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Gréafico 4- Resultados médios de acidez nos ciclos fermentativos.
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Gréafico 5- Resultados médios de pH inicial em fermentacdes utilizando as leveduras

CAT1 e PE2.
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Gréfico 6- Resultados médios de pH final em fermentacfes utilizando as leveduras CAT1

e PE2.
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Grafico 7- Resultados de interacdo do pH inicial entre os ciclos fermentativos e as

leveduras utilizadas CAT1 e PE2.
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Grafico 8- Resultados de interacdo do pH final entre os tratamentos e as leveduras

utilizadas CAT1 e PE2.

Comparando os tratamentos no final das fermentagbes observamos que a

quando utlizado a levedura CAT1 as médias de pH foram maiores a testemunha



teve um pH maior comparado com a prépolis que foi intermediaria e a ampicilina
gue obteve um menor pH. Quando utilizado a levedura PE2 manteve seu pH
menor comparada com a CAT1 e nos tratamentos, fermentagcdes com ampicilina
obteve um maior pH (Grafico 8).

Na fermentacédo alcodlica ocorre com a degradacéo de acucares do mosto,
guanto mais agucares degradados melhor a fermentagdo. Com isso analisou-se o
teor de acucares redutores do mosto inicial de 12,44 g/100g para estirpe CAT1 e
12,82 ¢/100g para PE2 (Tabela 1), comparado com o AcuUcares Redutores
Residuais Totais (ARRT) dos vinhos, verificaram-se reducdes significativas para
0os tratamentos com adicdo de ampicilina (p>0,05), observando que neste
tratamento as leveduras foram capazes de metabolizar grande parte do acucar do
mosto (Gréfico 9).

Com relacdo ao comportamento das estirpes, verificou-se que a levedura CAT1
apresentou maiores valores de ARRT (AguUcares Redutores Residuais Totais),
guando comparada com a levedura PE2 (Grafico 10).

Houve uma interagdo entre leveduras e ciclos fermentativos, mostrando que
nos 3 primeiros ciclos fermentagfes utilizando a leveduras PE2 obteve menores
valores de ARRT, e no 4° 5° e 6° ciclos ndo houve diferencas significativas
(Grafico 10). No 3°ciclo houve um aumento do valor, enquanto no 4° ciclo esse
nuamero foi reduzido, esse comportamento esta relacionado com a limpeza das
dornas que foram realizadas no final do 3° ciclo, retirando células mortas,
materiais inertes e contaminantes, favorecendo a fermentacdo.Em relacdo ao

comportamento das leveduras em cada tratamento, verificou-se que tanto na



estirpe CAT1 quanto a PE2, os tratamentos com ampicilina apresentaram
menores valores de ARRT (AcUcares Redutores Residuais Totais) quando
comparado com os tratamentos de mosto testemunha e

mosto com extrato de propolis, porém néo alterando a qualidade e composi¢ao do

destilado (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da analise de variancia das médias de ARRT (Acucares

Redutores Residuais Totais), Glicerol e Teor alcodlico dos vinhos.

ARRT Glicerol
Biocidas (A) (%) (mg 100mL™)
1 Testemunha 0,10 a 107,81 a
2 Propolis 0,10 a 112,25 a
3 Ampicilina 0,06 Db 101,14 a
F (A) 10,83 ** 2,41™
DMS (5%) 0,02 12,17
1 PE2 0,07b 113,67 a
2 CAT1 0,11a 100,46 b
F (B) 21,55 ** 10,10 **
DMS (5%) 0,01 8,28
Ciclos (C)
1 ciclo 0,11a 102,37 a
2 ciclo 0,08 ab 101,98 a
3 ciclo 0,10 ab 108,79 a
4 ciclo 0,08 ab 122,07 a
5 ciclo 0,07b 104,10 a
6 ciclo 0,08 ab 103,09 a
F(C) 2,90 * 2,32
DMS (5%) 0,03 21,07
AXB 0,53"™ 1,13™
AXC 0,88™ 0,22™
BXC 3,41** 1,01™
AXBXC 0,47™ 0,73™

44,50 20,16

ns: ndo significativo, *: significativo ao nivel de 5% e **: significativo ao nivel de 1%
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Grafico 9- Resultados médios de ARRT para os tratamentos avaliados.
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Gréfico 10- Resultados de interacdo do ARRT entre os ciclos e as leveduras utilizadas

CAT1 e PE2. Letras mailsculas correspondem a ciclos e mindsculas as leveduras.

Como resultando do controle das contaminacdes observou-se que a
producdo de glicerol se manteve na média, porém no tratamento com ampicilina

este resultado foi menor, mas nao significativo (Tabela 3). Comportamento



contrario foi obtido por CHERUBIN (2003) avaliando os efeitos da contaminacéo
bacteriana na fermentacéo alcodlica.

Fermentacdes utilizando a levedura CAT1 produziu menores valores de
glicerol quando comparada com a levedura PE2, com isso indicamos que a

levedura CAT1 estava mais eficiente a fermentagéo (Gréfico 11).
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Gréfico 11- Resultados médios de glicerol nas fermentacbes com as leveduras utilizadas

CAT1 e PE2.

4.2. Viabilidade de células, Brotamento e Viabilidade de Brotos

Foram analisadas as médias de viabilidade de leveduras nos tratamentos
iniciais que ocorreram 30 minutos apds a segunda alimentagdo das dornas que
apresentou uma viabilidade celular em torno de 87%, ocorrendo uma pequena

reducéo para 86% no final dos ciclos (Tabela 4).



A viabilidade das leveduras € um fator essencial no processo fermentativo,
sendo estas responsaveis pela fermentacdo, tendo a funcdo de degradar os
acucares do meio e converte-los em etanol e subprodutos. Quanto maior a
viabilidade, melhor o desempenho fermentativo. Para uma fermentacao eficiente é
necessario que as estirpes apresentem uma viabilidade de 80 a 100% de células
viaveis. As estirpes utilizadas na fermentacdo corresponderam as expectativas,

mantendo ao longo dos ciclos, células viaveis entre 80 a 95.



Tabela 4. Resultados da analise de variancia das médias de viabilidade celular no

inicial e final (%) das fermentacdes.

Viabilidade Viabilidade
Inicial Final
Biocidas (A) (%) (%)
1 Testemunha 86,17 a 84,56 a
2 Propolis 86,81 a 83,99 a
3 Ampicilina 87,40 a 86,92 a
F(A) 0,24™ 1,18™
DMS (5%) 4,26 4,84
In6culos (B)
1 PE2 84,16 b 84,01 a
2 CAT1 89,42 a 86,31 a
F (B) 13,06* 1,95™
DMS (5%) 2,90 3,29
Ciclos (C)
1 ciclo 83,40 a 84,75 a
2 ciclo 84,61 a 84,91 a
3 ciclo 85,78 a 83,93 a
4 ciclo 88,59 a 87,76 a
5 ciclo 89,59 a 84,27 a
6 ciclo 88,79 a 85,33 a
F (C) 2,03"™ 0,45™
DMS (5%) 7,38 8,37
AXB 0,45™ 0,54™
AXC 0,19™ 0,73™
BXC 0,56™ 0,81™
AXBXC 0,70™ 0,29™
CV% 8,71 10,08

ns: ndo significativo, *: significativo ao nivel de 5% e **: significativo ao nivel de 1%

De acordo com pesquisas de OLIVA-NETO & YOKOYA, (1997), o principal
indicador de estresse na levedura é a viabilidade celular. BREGAGNOLI (2006)
evidenciou que os mostos tratados com extrato de prépolis ou solucao de

ampicilina ndo contribuem para o estresse das leveduras.



Foi avaliado o comportamento de viabilidade celular dos tratamentos no
inicio e final das fermentagbes em todos os ciclos fermentativo, onde se concluiu
gue nao houve diferencas significativas entre as estirpes utilizadas (Tabela 4).
Porém no periodo final e ao longo dos ciclos, houve um aumento na viabilidade
celular, pois controlando a contaminagdo bacteriana propicia um aumento na
gualidade do fermento, concordando assim com AMORIM (1982) que verificou
reducdo da infeccdo das dornas de niveis de 10° para 10° bactérias/mL
resultando em aumento na porcentagem de fermento de 3 a 4% para 11 a 12%
(VIv).

A porcentagem de fermento ao longo dos ciclos se manteve em
crescimento constante, porém observou-se um aumento significativo no inicio e
final do 4©ciclo, pois ao final do 3°ciclo, efetuou-se a limpeza de dorna, retirando
assim residuos como células mortas e terra, os quais prejudicam o desempenho

das leveduras.



Tabela 5. Resultados da anélise de variancia das médias brotamento celular (%)

inicial das fermentacoes.

Brotamento Brotamento
Inicial Final
Biocidas (A) (%) (%)
1 Testemunha 30,16 a 28,64 a
2 Propolis 29,68 a 41,87
3 Ampicilina 30,11a 31,10 a
F (A) 0,01™ 3,13*
DMS (5%) 10,07 13,46
In6culos (B)
1 PE2 30,69 a 32,27 a
2 CAT1 29,27 a 35,47 a
F (B) 0,17™ 0,48™
DMS (5%) 6,85 9,15
Ciclos (C)
1 ciclo 30,52 a 35,45 a
2 ciclo 25,27 a 35,68 a
3 ciclo 31,08 a 35,17 a
4 ciclo 35,48 a 38,37 a
5 ciclo 28,44 a 28,16 a
6 ciclo 29,22 a 30,41 a
F(C) 0,63™ 0,46 ™
DMS (5%) 17,43 23,39
AXB 0,21"™ 2,48™
AXC 0,14™ 0,09™
BXC 0,72"™ 1,03™
AXBXC 0,14™ 0,07™
CV% 59,56 70,46

ns: ndo significativo, *: significativo ao nivel de 5% e **: significativo ao nivel de 1%

Dentre as estirpes utilizadas, a CAT1 apresentou uma maior porcentagem
de viabilidade celular, diferindo significativamente quando comparada a levedura

PE2 no inicio e fim das fermentagfes (Grafico 12).
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Gréfico 12- Resultados das médias de viabilidade de células (%) inicial das

fermentacdes, comparando as estipes utilizadas.

O brotamento inicial foi em torno de 30% no inicio da fermentagao tendo
uma reducao significativa no final apenas no tratamento testemunha e aumento de
brotacéo celular nas fermentagcées com propolis e ampicilina (Gréafico 13).

O brotamento celular ndo diferiu significativamente entre as estirpes e ciclos

fermentativos (Tabela 5).
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Grafico 13- Resultados das médias de brotamento celular (%) final das fermentacdes,
comparando os tratamentos.

A viabilidade de brotos inicial foi em torno de 90 % néo diferenciando no
inicio e fim das fermentacfes (Tabela 6). Em fermentagfes utilizando a estirpe
CAT1 diferiu tanto no inicio quanto no fim das fermentacées com maior indice de
viabilidade de brotos (Gréfico 14 e 15), comparada com a estirpe de levedura PE2.

Entre os ciclos fermentativos ndo houve diferencas significativas (Tabela 6).



Tabela 6. Resultados da analise de variancia das médias de viabilidade de brotos (%)
inicial e final das fermentacdes.

Viab.de Brotos Viab. de Brotos
Inicial Final
Biocidas (A) (%) (%)
1 Testemunha 88,61 a 87,31 a
2 Propolis 87,83 a 86,45 a
3 Ampicilina 91,36 a 90,24 a
F (A) 1,12"™ 0,90™
DMS (5%0) 5,92 7,09
In6culos (B)
1 PE2 84,30 b 85,36 b
2 CAT1 94,24 a 90,63 a
F (B) 24,15 ** 4,73 *
DMS (5%) 4,03 4,82
Ciclos (C)
1 ciclo 90,59 a 89,27 a
2 ciclo 89,16 a 87,25 a
3 ciclo 84,45 a 85,84 a
4 ciclo 88,68 a 90,42 a
5 ciclo 92,38 a 87,16 a
6 ciclo 90,34 a 88,05 a
F(C) 1,18 ™ 0,30 ™
DMS (5%) 10,25 12,28
AXB 0,16 ™ 0,68 "™
AXC 1,45"™ 0,22 "™
BXC 0,47 "™ 1,99 ™
AXBXC 0,68 "™ 0,40 ™
CV% 11,77 14,29

ns: ndo significativo, *: significativo ao nivel de 5% e **: significativo ao nivel de 1%
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Gréafico 14- Resultados das médias de viabilidade de brotos (%) inicial das fermentacdes,
comparando as estirpes utilizadas.
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Grafico 15- Resultados das médias de viabilidade de brotos (%) final das fermentacdes,
comparando as estirpes utilizadas.



4.3. Compostos Secundarios

Os compostos secundarios analisados por cromatografia gasosa
apresentaram valores que nao diferiram entre si em ambos biocidas
utilizados. Para o0s compostos como: Etanol, valores entre 23 e 25% (v/v),
n-propilico, valores entre 66 e 83 mg 100 mL *, Isobutilico, valores entre 130
e 134100 mg mL *, Isoamilico 334 e 349 mg 100 mL *, Acetaldeido, valores
entre 14 e 29 mg 100 mL *, Acetato de Etila, valores entre 99 e 110 mg 100 mL *
(Tabela 7).

Considerando-se os componentes secundarios, (Tabela 7) verificou-se
concentracdes superiores de acetato e etila na testemunha e de acetaldeido no
tratamento com ampicilina, isto deve-se a alteragdes no metabolismo causados
pelos compostos contidos neste antibidtico sintético, porém estatisticamente este

resultado nédo é significativo.



Tabela 7. Andlise de variancia de alcoois do destilado 100mg/mL (a.a.).

Biocidas (A)

Etanol

Acetaldeido

Acetato de Etila Isoamilico Isobutilico n-Propilico
1 Testemunha 24,18 a 23,27 a 109,21 a 334,90 a 130,96 a 83,01a
2 Propolis 23,71 a 15,26 a 93,89 a 343,75 a 129,15 a 73,84 a
3 Ampicilina 24,36 a 28,57 a 99,18 a 348,85 a 133,93 a 66,39 a
F (A) 0,20 ™ 0,50 " 0,89™ 0,11 0,13 0,77
DMS (5%) 2,59 32,64 28,46 74,26 23,30 32,79
In6culos (B)
1PE2 2470a 31,35a 109,57 a 323,25 a 112,39 b 101,32 a
2 CAT1 2347a 13,38a 91,95 a 361,75 a 150,31 a 4751b
F (B) 2,02 2,72 343™ 241" 23,74 %* 24,12 *
DMS (5%) 1,75 22,11 19,28 50,31 15,78 22,21
Ciclos (C)
1 ciclo 2186b 13,09a 85,18 a 343,50 a 138,21 a 79,96 a
3ciclo 2485a 24,54a 107,14 a 363,64 a 131,60 a 76,42 a
6 ciclo 2555a 2454a 109,97 a 320,36 a 124,24 a 66,87 a
F (C) 6,84* 0,79 2,72 1,02 1,07"™ 0,51"™
DMS (5%) 2,59 32,64 28,46 74,26 23,30 32,79
AXB 0,11" 0,50 0,23" 0,06" 0,44"™ 0,49
AXC 0,77 0,62" 0,54" 0,18" 0,38™ 0,01
BXC 0,03™ 0,40 0,91" 2,30™ 2,57™ 0,30™
AXBXC 0,14™ 0,76"™ 0,44" 0,07™ 0,27" 0,08™
CV% 13,20 179,08 34,66 26,61 21,77 54,09

ns: nao significativo, *: significativo ao nivel de 5% e **;

significativo ao nivel de 1%



Segundo a lei normativa vigente o maximo de aldeidos permitido na
producéo de alcool anidro € 30 mg/100mL, com isso no tratamento com ampicilina
o resultado foi proximo ao limite permitido (28,57 mg/100mL), ja no tratamento
com propolis a média foi de 15,26 mg/100mL.

Quando comparando as leveduras CAT1 e PE2 os resultados para a
producédo de etanol foram semelhantes, porém a levedura PE2 apresentou maior
porcentagem de acetaldeidos e acetato de etila. Este comportamento pode ser
resultante de fatores, tais como, o metabolismo apresentado pelas linhagens de
leveduras predominantes no processo fermentativo (FRAILE et. al. 2000;
ESTEVES et. al. 2004) e a concentracdo de aminoacido no mosto, que neste
estudo ndo quantificado.

Considerando-se o0s alcodis superiores (Tabela 6) verificou-se
concentracdes superiores no isobutilico, propilico e isoamilico.

Para REAZIN et al. (1973) os alcodis propilico, amilico e isoamilico séo
produzidos pelas leveduras, em parte pelo metabolismo da treonina.

Neste estudo as maiores concentracbes medias obtidas foram no
isobutilico: 112,39 mg/100mL (&lcool anidro (a.a.)) (PE2) e 150,31 mg/100mL
(a.a.) (CAT1) (Gréfico 17); n-propilico: 101,32 mg/100mL (a.a.) (PE2) e 47,51
mg/100mL (a.a.) (CAT1) (Grafico 18) e isoamilico 323,25 mg/100mL (a.a.) (PE2) e
361,75 mg/100mL (a.a.) (CAT1), com estes resultados pode se observar que ha
diferencas significativas na producdo de alcodis superiores, isto se da devido as

diferencas no metabolismo de cada levedura.



Resultados semelhantes em relacdo ao n-propilico foram obtidos por
SUOMALAINEN & LEHTONEN (1979), que verificaram variacdo consideravel nas
guantidades de alcoois conforme a levedura utilizada na fermentacao (Tabela 7).

Considerando-se que a producdo de acetato de etila no tratamento com a
propolis foi menor, podemos concluir que a acidez deste tratamento também foi
menor, pois segundo estudo realizado por CAMOLEZ (2004), a producdo de
alcoodis superiores e a acidez do vinho estdo intimamente ligados. De modo
semelhante CLETO (1997) deduziu que a maior concentracdo de fons H* nos
meios mais acidos, implicou em uma maior absorcéo desses ions pelas leveduras,
influindo nas reacdes internas de esterificacdo. A concentracdo média de acetato
de etila obtida neste estudo (8,08 mg/L) foi inferior aos resultados encontrados
neste estudo por FRAILE et al. (2000) na ordem de 24,3 a 32,1 mg/L em avaliacao
de trés linhagens de S. cerevisiae em fermentagéo de vinhos.

Estudos realizados por CLETO & MUTTON (1997) concluem que quanto
maior a acidez do vinho, maior a concentracdo do acetato de etila, confirmando
assim o resultado deste trabalho, em que as fermentacdes utilizando a estirpe
PE2 apresentou maior acidez e teor de acetato de etila (Tabela 7).

Em relacdo a concentracdo do etanol nos ciclos fermentativos ndo houve
diferencas significativas, onde observou um aumento uniforme, desde o 1° ao 6°
ciclos (Gréfico 16).

Composto como o metanol ndo foi observado nas amostras analisadas, o

gue pode estar relacionado com o preparo de mosto, onde o caldo foi previamente



clarificado, retirando impurezas como terra e contaminantes, que por hidrélise
acida é responsavel pela formacédo do metanol na fermentacéo.

Este composto € formado a partir da hidrolise acida da pectina durante a
fermentacdo. Como neste ensaio o caldo utilizado para preparo do mosto foi
previamente clarificado, retirando impurezas minerais e vegetais que poderiam ser
responsaveis, que por hidrélise acida é responsavel pela formacdo desse
composto.

Segundo REAZIN (1973), os alcodis propilico, amilico e isoamilico, sdo
produzidos em parte pelo aminoacido treonina, e que estdo associados com a
variacdo de pH do meio.

Com base nos resultados obtidos verificou-se que o uso de propolis como biocida

natural ndo interfere na composicao e qualidade do destilado produzido.

ETANOL

25
24

23

(% viv)

22
) .
20

1 2 3
CICLOS

Grafico 16- Resultados médios de etanol (% v/v) produzido nos ciclos fermentativos.
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Grafico 17- Resultados médios de isobutilico (mg/100mL) no destilado quando utilizou as
leveduras CAT1 e PE2 nas fermentacdes.
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Grafico 18- Resultados de n-propilico (mg/100mL) no destilado quando utilizou as
leveduras CAT1 e PE2 nas fermentacdes.



4.4, Rendimento Fermentativo

Em relacdo aos biocidas utilizados ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos, mostrando que tanto a o uso da propolis
guanto da ampicilina sdo eficiente no processo fermentativo, observando o0s
valores de testemunha (87,48 %), Propolis (91,49 %) e Ampicilina (89,43 %) no
destilado (Gréfico 19).

Fermentacdes utilizando a estirpe de levedura PE2 (90,50 %) apresentaram
maior rendimento, porém néao diferenciou significativamente da CAT1 (88,40 %).
Nos ciclos fermentativos os valores variaram de 1°ciclo (81,43 %) e 2°(92,84 %)
3°ciclo (94,80 %) tendo a melhor eficiéncia no 6°(Gréfico 21).

CAMOLEZ (2004), avaliou os microrganismos contaminantes da producdo de
alcool e seus reflexos sobre o processo fermentativo avaliando também o
rendimento fermentativo onde foi observado a melhor eficiéncia foi no periodo de
meio de safra, no qual o pico de maturacdo da cana-de-agucar, melhores
condicbes de manejo, auséncia de chuvas e continuidade no processamento da

matéria-prima.



Rendimento fermentativo
92 -
91 -
90 -

89 -

88 -

87 A

86 - III
85

TESTEMUNHA  PROPOLIS AMPICILINA

RENDIMENTO (%)

Gréfico 19- Resultados de rendimento fermentativo alcodlico nos tratamentos
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Grafico 20- Resultados médios de rendimento fermentativo alcodlico nas fermentacdes
utilizando as leveduras CAT1 e PE2.
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Gréafico 21- Resultados médios de rendimento fermentativo alcodlico nos ciclos
fermentativos.



5. CONCLUSOES

e O uso de antibiético natural ndo afeta a composicdo e a qualidade do
destilado.
e As estirpes de leveduras utilizadas nas fermentagcdes demonstraram o

mesmo rendimento alcodlico as condi¢cdes do ensaio.
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