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Resumo

A cachaca é uma bebida destilada obtida do mosto de caldo de cana fermentado e surgiu
no inicio da colonizacdo quando a producdo de acUcar era uma das principais atividades
econdmicas do Brasil. O processo produtivo da cachaga de alambique se divide em duas
etapas, sendo que primeiramente faz-se o preparo do in6culo, conhecido como “pé-de-
cuba”, e a segunda ctapa refere-se a fermentacdo propriamente dita, onde ocorre o
metabolismo do acucar pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae, formando alcool,
dioxido de carbono e compostos secundarios. Durante o cultivo da cana-de-agucar,
matéria prima utilizada para extracdo do caldo para fermentacdo, praticas de cultivo,
como adubacGes nitrogenadas e capinas quimicas sdo executadas; ja no preparo do pé-
de-cuba produtos de origem vegetal, como fuba de milho e quirela de arroz, sdo
rotineiramente incorporados. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da
adubacdo nitrogenada e uso de herbicida no cultivo da cana-de-agUcar, da adigdo de
cereais e do tratamento térmico do caldo sobre a fermentacdo e a composi¢do quimica
da cachaca. Inicialmente foi implantada no IFNMG-Campus Salinas uma éarea de
aproximadamente 1,0 hectare com a cana hibrida RB765418. Posteriormente este
canavial foi subdividido em parcelas e aplicadas todas as préaticas de cultivo de capinas
manual e quimicas versus adubacGes com sulfato de amonio e uréia, totalizando oito
tratamentos. Para avaliar os efeitos destas praticas de cultivo sobre a fermentacdo do
mosto em escala piloto, foram utilizados oito dornas de fermentagcdo de 50L, em
ambiente controlado, contendo em cada uma caldo de cana-de-aglcar extraido das
plantas de seus respectivas tratamentos e uma cepa de Saccharomyces cerevisiae
selecionada da regido de Salinas/MG, durante 10 dias consecutivos. Para avaliar os
efeitos do fuba de milho e da quirela de arroz foram utilizadas quatro dornas de
fermentagdo e para o tratamento térmico mais trés dornas, todas conduzidas nas mesmas
condicGes anteriores. Foram analisados parametros fermentativos como o consumo de
solidos soluveis totais, grau alcodlico e acidez total do mosto. A dorna com mosto
proveniente de caldo de cana submetidas as praticas de cultivo: fertilizacdo com sulfato
de amonio e capina quimica apresentou uma elevacdo na acidez. Nado houve diferenca
significativa entre a dorna controle (somente a levedura) e as dornas com adicdo de fuba
de milho e quirela de arroz. Em relacdo ao tratamento térmico do caldo, independente
do método de tratamento, as dornas apresentaram um menor consumo de soélidos

sollveis totais (°Brix), indicando uma fermentacdo mais lenta, e reducdo do grau
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alcodlico. Especificamente para a dorna com caldo pasteurizado houve uma

elevacdo da acidez do mosto. Para os parametros fisico-quimicos foi constatada uma
maior producdo de alcool n-propanol nas dornas, cujo caldo foi extraido de canas
submetidas a capina quimica, e quando associada a fertilizacdo com sulfato de aménio
houve reducdo na producdo de alcool isoamilico. Foi verificado que o uso do fuba de
milho e da quirela de arroz n&o interferiu nos parametros fisico-quimicos das cachacas
destiladas. O tratamento térmico, independente do método empregado, reduziu a
formacéo do alcool isoamilico das cachacas destiladas. Portanto, foi constatado que as
préticas de cultivo e a adicdo de suplementos nutricionais utilizados neste trabalho, bem
como o tratamento térmico do caldo de cana, ndo resultaram em beneficios que
justifiguem suas aplica¢fes na busca de incrementos e melhorias sobre a fermentacédo e

a composi¢do quimica da cachaca.



Abstract

Cachaga is a distilled beverage obtained from the must fermented of sugarcane juice
and emerged at the beginning of colonization when the sugar production was one of the
main economic activities of Brazil. The process of cachaca production is divided into
two stages, which primarily makes up the inoculum preparation, known as “pé-de-
cuba”, and the second stage refers to the fermentation itself, where occurs the sugar
metabolism by the yeast Saccharomyces cerevisiae, forming alcohol, carbon dioxide,
and secondary compounds. During the sugarcane cultivation, raw material used to
extract the juice for fermentation, cultivation practices such as nitrogen fertilization and
chemical weeding are performed; whereas in the “pé-de-cuba” preparation products of
plant origin, such as corn meal and ground rice are routinely incorporated. The aim of
this work was to study the effects of nitrogen fertilization and herbicide use in the
sugarcane cultivation, the addition of cereals and heat treatment of the sugarcane juice
on fermentation and chemical composition of cachaga. Initially it was implanted in
IFNMG-Salinas Campus an area of approximately 1.0 hectare with the sugarcane hybrid
RB765418. Posteriorly this sugarcane plantation was subdivided into plots and applied
all cultivation practices of manual and chemical weedings versus fertilizations with
ammonium sulfate and urea, totaling eight treatments. To evaluate the effects of these
cultivation practices on must fermentation in pilot-scale, eight fermentation vats of
50L, in a controlled environment, were used, each one containing sugarcane juice
extracted from plants of their respective treatments and a strain of Saccharomyces
cerevisiae selected from the Salinas region/MG, for 10 consecutive days. To evaluate
the effects of corn meal and ground rice were used four fermentation vats and to heat
treatment plus three vats, all conducted in the same conditions above. Fermentation
parameters such as the consumption of soluble solids, alcohol content and total acidity
were analyzed. The vat with must from sugarcane juice subjected to cultivation
practices: fertilization with ammonium sulfate and chemical weeding showed an
increase in acidity. There was no significant difference between the control vat (only the
yeast) and the vats with the addition of corn meal and ground rice. Regarding the heat
treatment of the sugarcane juice, regardless of the treatment method, the vats had a
lower consume of total soluble solids (°Brix), indicating a slower fermentation, and
reduced alcohol content. Specifically for the vat with pasteurized sugarcane juice there

was an increase in the acidity of the must. For the physico-chemical parameters was



found higher n-propanol alcohol production in vats, whose broth was extracted

from sugarcanes subjected to chemical weeding, and when combined with fertilization
with ammonium sulfate there was decreased isoamyl alcohol production. It was found
that the use of corn meal and ground rice did not interfere with physic-chemical
parameters of distilled cachaga. Regardless of the method used, the heat treatment
reduced the formation of isoamyl alcohol of distilled cachagas. Therefore, it was found
that cultivation practices and addition of nutritional supplements used in this study, as
well as heat treatment of sugarcane juice, resulted no benefits to justify their
investments in search of increments and improvements on the fermentation and

chemical composition of cachaca.
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acucar, variedade RB765418, submetidos a diferentes tratamentos
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1 INTRODUCAO

1.1 A cachaca e sua importancia econémica

A cachaga é uma bebida destilada produzida em todo territorio brasileiro e
definida segundo a Legislagdo Brasileira (Instru¢cdo Normativa n°. 13 de 29/06/2005),
referindo-se a denominacdo tipica e exclusiva da aguardente de cana-de-agucar
produzida no Brasil, com graduacdo alcodlica de 38 a 48% em volume a 20°C, obtida
pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agucar, com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de até 6g L™ de acUcares.

O mercado de bebidas alcoolicas no Brasil € representado por bebidas destiladas
(cachaca, uisque e vodca) e fermentadas (cerveja e vinho). Em relacdo ao consumo, o
mercado de bebidas nacional esta dividido entre cerveja (88,8%), cachaca (6,6%) e
demais bebidas (4,6%). Entre as bebidas destiladas, a cachaga ocupa a primeira posi¢éo
no pais, com cerca de 87% do mercado e um consumo de 7 litros per capita por ano
(SEBRAE, 2008). Em termos mundiais € a terceira bebida destilada mais consumida no
planeta, ficando atras apenas da vodka e do shoju (bebida destilada coreana,
originalmente feita do arroz) (GUIA DA CANA-DE-ACUCAR, 2009; SOUZA et al.,
2012).

O Brasil atualmente possui uma capacidade instalada de producédo de 1,2 bilhdes
de litros por ano. O mercado nacional possui cerca de 40.000 produtores, sendo 99%
representado pelas microempresas que detém cerca de 4000 marcas. Apesar disso,
menos de 15% dos produtores sdo registrados. Entre os estados brasileiros, Sdo Paulo é
0 maior produtor, seguido de Pernambuco, Ceara, Minas Gerais e Paraiba. Em termos
de consumo, S&o Paulo, Pernambuco, Rio de Janeiro, Ceara, Bahia e Minas Gerais sdo
0s estados que tém ocupado as seis primeiras posi¢oes (IBRAC, 2011). Vale ressaltar
que a cadeia produtiva da cachaca gera mais de 600 mil empregos diretos e indiretos.

No ambito internacional, menos de 1% da producdo é exportada, sendo que
apenas cerca de 100 empresas exportam cachacga para mais de 60 paises. Neste grupo, 0s
maiores importadores sdo Alemanha (18,81%), Estados Unidos (10,55%), Portugal
(10,0%), Bolivia (7,55%) e Paraguai (6,20) (RECHE et al. 2007; ALCARDE et al.,
2010; MDIC/SECEX, 2011; SEBRAE, 2011; IBRAC, 2011).

Minas Gerais é 0 4° produtor nacional de cachaga, porém o estado se destaca na

producdo por pequenos e médios produtores, que utilizam alambique de cobre, com um



total anual de 230 milhdes de litros, sendo que, destes, 100 milhdes séo produzidos
por alambiques informais que correspondem a 95% dos estabelecimentos mineiros
(LABLANCA, et al. 2006; SEBRAE, 2008; SEAPA, 2012).

Os principais marcos do setor da cachaca foram a publicacdo do Decreto
4.062/2011 que define as expressdes ‘“cachaga”, “Brasil” e “Cachaca do Brasil”;
indicacdes geograficas; a fundagdo da Camara Setorial da Cadeia Produtiva da Cachaca,
em 2004; e a fundacéo do Instituto Brasileiro da Cachaca (IBRAC) em 2006.

1.2 Caracteristicas do processo produtivo de cachaca

A Unica matéria prima para a fabricacdo de cachaca é a cana-de-agUcar que
primeiramente precisa estar fisiologicamente madura para posteriormente ser cortada,
despalhada, despontada manualmente e pré-selecionada. De preferéncia, deve ser
transportada imediatamente apds o corte para galpdes construidos especificamente para
recepcdo, onde serdo selecionadas, lavadas e protegidas da luz solar direta. A extracao
do caldo de cana-de-acUcar é feito por esmagamento direto em moendas elétricas, num
tempo méaximo de 24 horas depois de ocorrida a colheita (BOSQUEIRO, et al., 2008).

O caldo de cana-de-acucar a ser fermentado apresenta normalmente valores de
pH entre 5,2 e 5,8. A fermentacdo ideal ocorre com o caldo numa concentracdo de
acucar em torno de 14 a 16 °Brix. Acima de 16 °Brix se faz necessario dilui-lo para
garantir a estabilidade do fermento ao longo de todo processo fermentativo (PATARO
etal., 2002).

O preparo do mosto, caldo extraido pronto para fermentar e/ou adicionado ao
“pé-de-cuba” (fermento), envolve operacdes que permitem melhorar as condigdes de
fermentagdo do caldo de cana, sendo que inicialmente o caldo é extraido e recolhido em
reservatorios de ago inox ou similar. Nestes reservatorios, também chamados de
decantadores, o caldo permanece com 0 objetivo de deixar decantar as impurezas que
normalmente o acompanham, tais como pedagos maiores de bagaco e bagacilhos,
particulas de solo e outras impurezas. Em seguida, € filtrado em tela fina, que retém
principalmente residuos cerosos, e normalmente diluido a uma concentracdo de 15
°Brix, sendo posteriormente conduzido as dornas de fermentacdo (VICENTE, 2007).

Os produtores de cachaga em alambique de cobre, baseados em informagoes
repassadas entre geracdes e na propria tradicdo regional, acrescentam no preparo do

“pé-de-cuba”, produtos naturais como fuba de milho, farelo de arroz, biscoitos (a base



de amido e similares), farinaceos e suco de limdo ou de laranja. Segundo Vicente
(2007) uma das vérias maneiras descritas para a preparagao do “pé-de-cuba” sugere que
0s componentes sejam misturados em quantidades suficientes para formar uma pasta e
deixado em repouso por 12 a 24 horas. Adiciona-se o caldo de cana diluido (1:1) até que
0 material fique submerso, deixando em repouso por mais de 24 horas. Uma nova
quantidade de caldo diluido é adicionada quando ocorre o desprendimento de diéxido de
carbono (COy), o que indica atividade fermentativa; uma vez mais, a mistura é deixada
em repouso por 24 horas. Repete-se este procedimento até que seja obtido um volume
de suspensdo celular densa correspondente a 20% do volume do mosto a ser
fermentado.

O caldo pronto para fermentar é colocado em recipientes proprios denominados
de dornas de fermentacao, sendo estas confeccionadas em aco inoxidavel e a¢o carbono,
embora outros materiais como madeira ainda esteja em uso. Possuem formato cilindrico
e volume dimensionado, de acordo com o rendimento do equipamento de extra¢do do
caldo e do destilador de cachaca. O abastecimento das dornas € fracionado, podendo o
caldo ser pré-aquecido (raramente) de acordo com a temperatura ambiente. Ao término
da fermentacdo, que leva em média 24 horas, aguarda-se a decantacdo do fermento para
que o vinho, produto da fermentagdo do mosto, seja encaminhado para destilacdo. As
células decantadas sdo entdo utilizadas para um novo ciclo fermentativo, fazendo com
que este sistema seja classificado de batelada simples (VICENTE, 2007).

O vinho, mosto fermentado, é submetido a destilacdo em alambique de cobre ou
de forma continua em destiladores de coluna, sendo este processo aquele que
fundamentalmente divide os dois tipos de cachaca existentes: alambique e coluna. O
recipiente do destilador do alambique de cobre, onde o vinho é depositado, € submetido
a uma fonte de aquecimento seja esta de fogo direto ou a vapor (serpentina). Pelo
aumento gradativo da temperatura, ha producdo de vapores que tém uma fragédo
condensada em parte do destilador denominado capitel e outra parte retorna ao
recipiente, onde o vinho se encontra em uma temperatura estabilizada. A parcela de
vapores ndo condensada, em contato com uma superficie mais fria, condensa-se
parcialmente, atingindo neste estado a superficie do condensador onde € completada a
sua condensacao (ALCARDE et al., 2009).

O destilado é dividido em trés partes referidas popularmente como: “cabeca”,
“coragdo” e “cauda”. A primeira fracdo (“‘cabeca”) ¢ descartada por conter grande

quantidade de metanol. Apresenta grau alcoolico de 50 a 70% v/v, sendo destilado



numa temperatura de 70 a 75°C. A “cauda” ¢é desprezada por conter grande
quantidade de &gua e produtos menos volateis, apresenta grau alcodlico de 10 a 38%
vlv, sendo destilada numa temperatura entre 85 e 100°C. Estas duas fragdes
correspondem a 20% do volume total de cachaca destilada. O “cora¢do”, que
corresponde a cachaca, € encaminhada para o envase ou envelhecimento. Apresenta
graduacdo alcodlica de 38 a 50% v/v, é destilada na temperatura entre 75 a 85°C e
corresponde a 80% do volume de cachaca destilada (RECHE et al., 2007).

O processo de envelhecimento € efetuado em dornas confeccionadas em
diferentes tipos de madeira e por tempo varidvel. Durante o envelhecimento ocorrem
inimeras transformacBes, incluindo as reagGes entre 0s compostos secundarios
provenientes da destilacdo direta de componentes da madeira, a decomposicdo de
algumas macromoléculas da madeira (lignina, celulose e hemicelulose) e sua
incorporacdo a bebida e ainda as reagdes de compostos da madeira com 0s componentes
originais do destilado, evaporacdo de compostos volateis e reacdes envolvendo apenas
0s compostos do destilado (MOSEDALE AND PUECH, 1998). Encerrada a fase de
envelhecimento, que tem tempo de duracdo variavel, amostras de cachaca sdo
encaminhadas para andlise dos Padrdes de Identidade e Qualidade (BRASIL, 2005;
BRASIL, 2009). Ao serem aprovados pelos parametros instituidos na legislacdo, a

bebida poderéa ser engarrafada e comercializada.
1.3 A busca por uma cachaca de melhor qualidade
A Instrugdo Normativa de n® 13 de 30/06/2005 do Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e o Decreto n® 6871, de 04/06/2009 sdo 0s

dispositivos legais que normatizam as caracteristicas do produto cachaca (Tabela 1).



Tabela 1 - Padrdes de identidade e qualidade para a cachaca e aguardente de cana-
de-agUcar permitidos pelo MAPA.

LIMITES
COMPONENTES ) ) UNIDADE
Minimo Méaximo

% em volume de

Graduacdo alcoolica cachaga 38 48 ] .
alcool etilico a 20°C

Graduacao alcoolica aguardente de 28 - % em volume de
cana alcool etilico a 20°C
Acidez volatil, em &cido acético - 150
Esteres totais, em acetato de etila - 200
Aldeidos totais, em acetaldeido - 30
Soma de furfural e hidroximetilfurfural - 5
Soma dos alcoois superiores * - 360 )

A mg. 100 mL™" de
Soma dos congéneres ** 200 650 ) )
. - alcool anidro
Alcool metilico - 20
Alcool séc-butilico - 10
Alcool n-butilico - 3
Acroleina - 5
Carbamato de etila *** - 150
Chumbo - 200 pg. L?
Arsénio - 150
Cobre - 5 mg. L™

* Alcoois superiores = (isobutilico + 3-metil butanol-1 +2-metil butanol-1 + n-propilico)

** Congéneres = (Acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural + hidroximetilfurfural + alcoois
superiores)

*** Passou a vigorar a partir de 30 de junho de 2010.

Fonte: Brasil (2005).

Por ser a bebida destilada mais consumida no Brasil e ocupando também lugar
de destaque no mercado internacional, faz-se necessario o desenvolvimento de
pesquisas técnico-cientificas que contribuam para uma maior profissionalizagcdo do
setor, ndo somente através do uso de matéria-prima de qualidade, como também pela
abdicacdo de praticas muitas vezes executadas de maneira empirica e rudimentar. Para
Fernandes et al., (2005) a globalizacdo é outro fator politico-econdbmico que tem
influenciado consideravelmente os habitos de consumo de pessoas de todo mundo, o
que faz com que haja a necessidade de um maior controle e conhecimento de produtos



comercializados no mercado interno e externo, devendo-se efetuar técnicas de
padronizacéo, especificacao e certificacao.

O estabelecimento de um controle de qualidade da composicdo quimica da
cachaca de alambique de cobre é essencial para que a cachaga possa competir, em
melhores condic¢des, com outras bebidas fermento-destiladas no mercado internacional.
Entretanto, em fungdo de um reduzido ndmero de trabalhos relacionados com esta
bebida, mesmo com o comércio em expansdo, 0s produtores ainda encontram
dificuldades em relacdo ao proprio processo produtivo, ao marketing, a comercializagédo
e a adequacdo com a legislacdo vigente do Ministério da Agricultura (HENRIQUE et
al., 2008).

Qualquer mudanca nas caracteristicas das bebidas fermentadas e destiladas, bem
como no controle de qualidade do produto final, requer conhecimento da sua
composi¢do quimica e dos fatores que possam atuar ao longo das etapas da cadeia
produtiva provocando possiveis alteracfes. Além da éagua e do &lcool, como
componentes principais em quantidade e proporc¢des variaveis, e de forma semelhante a
outras bebidas destiladas, a cachaca é caracterizada sensorialmente principalmente pela
presenca de outros componentes secundarios, tais como alcoois superiores, ésteres,
acidos carboxilicos e compostos carbonilicos, os quais sdo importantes para 0 aroma e
sabor da bebida (BOSCOLO et al., 2000). Embora diferentes fatores interfiram na
qualidade das bebidas alcoolicas destiladas, diferentes linhagens de leveduras e as
condigcdes de fermentacdo tém sido indicadas como 0s mais importantes aspectos
relacionados ao paladar e aroma das bebidas alcodlicas, visto que a maioria destes
compostos sdo sintetizados durante a fermentacdo (SCHAWN et al., 2001;
GONZALEZ-MARCO et al., 2010; SOUZA et al., 2012). Destes compostos, 0s ésteres
volateis, juntamente com os alcoois superiores, sdao 0s de maior importancia por
determinar o aroma frutado e sabor das bebidas fermentadas e/ou fermentadas e
destiladas (SAERENS et al., 2008; ALCARDE et al., 2009; GONZALEZ-MARCO et
al., 2010; SOUZA et al., 2012).

Na producdo de vinhos, por exemplo, a qualidade sensorial da bebida é o
resultado de vérias interagdes entre todos 0s componentes quimicos e fatores ambientais
especificos, como por exemplo, a temperatura. A composicdo quimica do vinho €
dependente do tipo e da qualidade da uva, sendo que praticas viticolas importantes para
a producéo de uvas de qualidade afetam a formacéo de sabores e aromas das variedades

e/ou nas caracteristicas tipicas de uma regido ou territorio. 1sso envolve a colheita de



uva em estagios especificos de maturacdo, dependendo do tipo de vinho a ser
produzido. Uma vez colhida as uvas, técnicas especificas de processamento e estratégias
de fermentagdo que serdo implementadas, irdo determinar o desenvolvimento de aroma
e sabor do vinho (LAMBRECHTS e PRETORIUS, 2000; BRUNETTO et al.; 2009;
STYGER et al., 2011).

Os compostos que proporcionam sabor e aroma as bebidas sdo formados durante
a fermentacéo alcoolica, sendo sua producdo dependente principalmente da espécie de
levedura, das condicGes de fermentacdo, em especial da composicdo nutricional do
mosto em fermentacdo, e das caracteristicas varietais e de cultivo das plantas de uva
para producdo de vinho (PRETORIUS & LAMBRECHTS, 2000; CARRAU et al.,
2008; GARDE-CERDAN et al., 2009; CARRAU et al., 2010; STYGER et al., 2011;
HYMA et al., 2011; BRAMLEY et al., 2011; SIPICZKI et al. 2011; WELKE et al.,
2012) e de cana-de-agucar para producdo de cachaca (GUTIERREZ, 1993; VIDAL et
al., 2013).

1.4 Processo fermentativo

As leveduras sdo fungos unicelulares, eucariontes, heterotroficos,
caracteristicamente esféricos, ovais ou cilindricos, com fase somatica ou vegetativa,
reproduzem-se assexuada mitoticamente por processo denominado brotamento
multilateral e sexuadamente por producdo de esporos e acasalamento (mating-type),
envolvendo mitose e meiose. As leveduras ndo possuem flagelos e, em consequéncia
disso, sdo imdveis. Suas dimensbes variam consideravelmente em funcdo da espécie,
nutricdo, ambiente, idade, entre outros fatores (ALEXOPOULOS et al. 1996;
TORTORA et al., 2002).

As leveduras podem ser classificadas em dois grupos taxonémico-filogenéticos:
leveduras pertencentes ao filo Ascomycota, telemoérfico e anamorfico; leveduras
pertencentes ao filo Basidiomycota, também telemdrfico e anamorfico. Diferencas entre
0s grupos de leveduras sdo geralmente encontrados pela comparacéo de caracteristicas
fisioldgicas e tracos morfoldgicos, no entanto, em alguns casos isto pode levar a uma
classificacdo incorreta de espécies ou a uma falsa identificacdo de linhagens (QUEROL
et al., 2003).

Com relacdo a sua composicao quimica, as leveduras apresentam de 68 a 83%

de agua e, também, apresentam substancias nitrogenadas, carboidratos, lipidios,



vitaminas e minerais (TORTORA et al., 2002). S&o isoladas frequentemente da
superficie, especialmente de frutas, mas podem também ocorrer no solo. S&o facilmente
adaptadas as técnicas de cultivo em larga escala e crescem em uma ampla faixa de
substratos, podendo tolerar condi¢bes fisico-quimicas extremas (BERRY, 1988a;
QUEROL et al., 2003).

A importancia das leveduras para as industrias de alimentos e bebidas sé foi
percebida por volta de 1860, quando seu papel na fabricacdo de alimentos tornou-se
evidente. No entanto, a utilizacdo de leveduras data de tempos antigos, pois antes de
7000 a.C. a cerveja ja era produzida na Suméria, o vinho ja era produzido na Assiria a
3500 a.C., e na Roma antiga fabricava-se pdo por volta de 100 a.C. (QUEROL et al.,
2003).

Na producdo de cachaca, a fermentacdo do caldo da cana-de-agucar produz
alcool etilico como produto principal e muitos outros compostos secundarios, tais como
aldeidos, metanol, alcoois superiores, acidos e ésteres (DATO et al., 2005; CARRAU,
et al.; 2010). Em muitos casos, esse processo ainda € empirico, utilizando leveduras
selvagens, isto €, aquelas trazidas do campo com a prépria cana. A ocorréncia de
diferentes espécies e linhagens de leveduras pode interferir negativamente na
composicdo do produto final. A utilizacdo deste tipo de in6culo proporciona
fermentacdes totalmente aleatdrias, pois dependem da quantidade e da qualidade dos
micro-organismos presentes no caldo (SCHAWN et al., 2001; BASSO et al., 2008,
citado por ALCARDE et al., 2012).

O género Saccharomyces representado pela espécie Saccharomyces cerevisiae e
suas linhagens ¢é a levedura mais usada na industria de fermentagdo (RAINIERI et
al.,2003). Esta espécie pertence ao filo Ascomycota, a ordem Saccharomycetales, a
familia Saccharomycetaceae e ao género Saccharomyces. Apresenta reproducao
assexuada por brotamento multilateral, podendo reproduzir sexuadamente formando
quatro ascésporos em ascos livres, 0s quais tém origem tanto de um zigoto quanto de
uma célula somaética partenogénica.

Vale ressaltar que o género Saccharomyces vem sendo revisto taxonomicamente
ao longo dos anos, e atualmente 14 espécies sdo aceitas como pertencentes ao género
Saccharomyces, as quais sdo classificadas dentro de trés grupos previamente
estabelecidos por van der Walt. O complexo grupo Saccharomyces sensu lato inclui
Saccharomyces barnettii, S. castellii, S. dairenensis, S. exiguus, S. rosinii, S. servazzii,

S. spencerorum, S. transvaalensis e S. unisporus. O segundo grupo compreende



Saccharomyces kluyveri. O terceiro grupo, o qual inclui espécies de interesse
biotecnoldgico, consiste do complexo Saccharomyces senso stricto, compreendendo
Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces pastorianus,
todos associados com a industria de fermentacdo, e Saccharomyces paradoxus, a Gnica
espécie de Saccharomyces senso stricto isolada no habitat natural em insetos, exsudatos
de arvores, etc. Outras trés novas espécies isoladas de habitat natural, Saccharomyces
cariocanus, S. kudriavzevii e S. mikatae foram classificadas pertencente ao grupo
Saccharomyces senso stricto (QUEROL et al., 2003).

Na producdo de vinhos, as fermentacdes inoculadas com linhagens selecionadas
de S. cerevisiae sdo predominantes, principalmente nas produgdes em grande escala,
devido a facilidade de controle e ocorréncia de uma fermentacdo homogénea, muito
embora a fermentacdo espontanea reforce o sabor do vinho. Uma alternativa para as
préticas de fermentacdo é o uso de leveduras selecionadas combinadas com linhagens
comerciais de S. cerevisiae, tirando proveito do papel que espécies ndo Saccharomyces
exercem nas caracteristicas organolépticas do vinho (VIANA et al., 2009).

A glicose representa a fonte de carbono mais utilizada pelas leveduras
Saccharomyces cerevisiae, seguida pela frutose, manose e galactose (BERRY, 1988c).
Fontes de carbono sdo de grande importancia para a biossintese de varios constituintes
celulares das leveduras, tais como carboidratos, proteinas, lipidios, acidos nucléicos, e
sua oxidacdo fornece energia para as células. Em relacdo ao nitrogénio, as
Saccharomyces cerevisiae tém sido flexiveis, utilizando a maioria dos aminoacidos
como fonte de nitrogénio (VURALHAN et al., 2005).

J& 0 uso de leveduras selecionadas na producdo de cachaca acelera o inicio do
processo fermentativo, diminuindo o risco de contaminagdo por outros micro-
organismos, reduz a concentragdo de agucares residuais, aumenta a produtividade do
processo e melhora a padronizacdo da fermentacdo, contribuindo para a qualidade da
cachaca, principalmente em relacdo aos teores de acidez e concentracdo de alcoois
superiores (CAMPOS et al., 2010; SOARES et al., 2011).

No processo fermentativo, visando tanto a produgéo de vinho como de cachaga,
uma das caracteristicas desejadas das leveduras €& sua resisténcia a etanol,
especificamente cepas de Saccharomyces cerevisiae. Outro aspecto importante sdo as
condigdes nutricionais do mosto para permitir multiplicagéo e crescimento celular do
fermento e consequentemente uma melhoria nos indices de eficiéncia, rendimento,

produtividade e qualidade na composi¢cdo quimica destas bebidas.
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Ainda considerando o processo de producdo de cachaca de alambique,
alguns trabalhos tém sido feitos objetivando o isolamento e a caracterizagdo molecular
de linhagens de Saccharomyces cerevisiae em dornas de fermentacao e o seu potencial
para fermentar, flocular e produzir compostos aromaticos (VICENTE et al., 2006); o
uso de técnicas genéticas no melhoramento de cepas de Saccharomyces cerevisiae,
visando a sua resisténcia aos compostos 5,5°, 5”’-trifluoro-D,L-leucina (TFL) e
cerulenina para producdo de cachaca com alta qualidade sensorial (SOUZA et al.,
2012); e a utilizacdo do fertilizante nitrogenado sulfato de aménio na fermentacdo do
caldo de cana-de-acucar e a analise do perfil aroméatico no processo de producdo de
cachaca industrial (VIDAL et al., 2013).

1.5 Relacdo entre fertilizacdo nitrogenada na cultura da cana-de-acUcar e a

fermentacao do mosto

O nitrogénio € o nutriente mineral requerido em maior quantidade e a sua
disponibilidade € o principal fator limitante ao crescimento e desenvolvimento das
plantas. Como organismo séssil, as plantas desenvolveram diferentes estratégicas para
se adaptarem a mudancas relacionadas a disponibilidade e distribuicdo de nitrogénio nos
solos. Molecularmente, as plantas podem ajustar sua capacidade de aquisicdo de
diferentes formas de nitrogénio em diferentes concentracdes, modulando a expressao de
genes associados a diferentes sistemas de absorcdo, incluindo alteragdes morfo-
fisiologicas da arquitetura do sistema radicular para aquisicdo do nitrogénio do solo. A
nivel de organismo e ecossistema, as plantas estabeleceram associagcbes com diversos
micro-organismos, permitindo uma adequada nutricdo e fornecimento de nitrogénio
(GUTIERREZ et al., 2011).

O nitrogénio esta presente na biosfera de varias formas quimicas, sendo que na
forma molecular (N;) representa cerca de 80% a composic¢ao da atmosfera; no entanto,
as plantas ndo podem usa-lo nesta forma em que se encontra (KRAISER et al., 2011).
Por sua vez, o nitrogénio molecular entra no ciclo bioldgico de 3 maneiras (SANTOS et
al., 2001; IWATA et al., 2012), descritas a seguir:

a) Pelo processo de fixacdo industrial Haber-Bosch, que consiste na reacdo do
nitrogénio molecular com o hidrogénio molecular em altas temperaturas e pressao,

necessarias para romper a tripla ligacdo do nitrogénio, produzindo amonia.
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450°C
N2+ H2 é 2NH3
200 atm

b) Através de descargas elétricas (raios) que ocorrem durante as tempestades de
relampagos que fazem a conversdo fotoquimica do nitrogénio molecular em 6xidos de

nitrogénio, que séo hidratados e levados para o solo como nitritos e nitratos.

N, —2 5 2N0 —225 2NO,

c) Através da fixacdo bioldgica (conversdo procaridtica de N, para nitrato) que é
realizada por micro-organismos ndo simbioticos do solo (Azzobacter sp), anaerébicos
do solo (Rhodospirillum sp), por algas (Myxophyceae) e por organismos simbidticos que
consistem principalmente de bactérias (Rhizobia sp) que vivem em simbiose com

plantas da familia das leguminosas (trevo, soja, feijdo, etc).

6 ATP + 66 + BH* + N, 195 2NH, + GADP + 6P

O nitrogénio € também um importante constituinte das chuvas acidas e
influencia as reac6es de sintese e o0 balangco de decomposi¢do do 0zoénio na estratosfera.
Na hidrosfera e na litosfera, o nitrogénio € essencial para a nutricdo de plantas e animais
(GARRIDO, 2007). No solo, o nitrogénio disponivel as plantas é suprido pela
mineralizacdo da matéria organica, pela fixacdo bioldgica e através de adicdo de

fertilizantes nitrogenados (Figura 1).
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Hg Fixacao do
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Figura 1 - O ciclo do nitrogénio. Existem 3 principais processos no ciclo biogeoquimico do nitrogénio:
fixagdo, nitrificagdo e desnitrificagdo, os quais envolvem bactérias fixadoras de nitrogénio, nitrificantes e
desnitrificantes, respectivamente. As setas n° 1 indicam a fixacdo do nitrogénio, incluindo os processos
biologicos, industriais e naturais; as setas n® 2 indicam o0s processos de nitrificagdo microbiana,
envolvendo as bactérias nitrificantes; as setas n® 3 indicam os processos de desnitrificagdo microbiana,
envolvendo bactérias desnitrificadoras; as setas n® 4 indicam o fluxo de cada composto no solo.

Fonte: (Adaptado de IWATA et al., 2012).

Deve-se, também, considerar como fonte de nitrogénio, no ciclo cana-planta, o
nutriente contido no tolete de plantio (colmo-semente) e nas soqueiras, as reservas em
rizomas e raizes (TRIVELIN, 2000).

Mesmo sendo considerado o elemento mineral mais abundante nas plantas, na
cultura da cana-de-acucar, além de ser componente essencial de biomoléculas e
inimeras enzimas (DONATO et al., 2004), é parte constituinte de todos os
aminoéacidos, proteinas e acidos nucléicos, participando direta ou indiretamente de
varios processos bioquimicos. Sua caréncia promovera a diminuicdo na sintese de
clorofila e aminoacidos essenciais, e também da energia necessaria a producdo de
carboidratos e esqueletos carbonicos, refletindo diretamente no desenvolvimento e
rendimento da cultura (MALAVOLTA et al., 1997; GARRIDO, 2007).

A eficiéncia na utilizacdo do nitrogénio pelas plantas considera os aspectos de
absorcéo e metabolismo deste elemento. A absorcéo e a assimilacdo do nitrogénio pelas
plantas acontecem pelas raizes e folhas. Para muitas plantas, o nitrato (NO73) é
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assimilado pelas raizes, mas a maior parte juntamente com o fon amonio (NH),

passa através da membrana plasmatica (plasmalema) das células da epiderme e do
cortex da raiz e sdo transportados para a parte aérea das plantas. Apds a sua entrada na
célula, o nitrato pode ser reduzido a nitrito (NO7), no citosol, através da enzima nitrato
redutase (NR) e, logo a seguir, convertido a aménio (NH";) no plastidio, através da
enzima nitrito redutase (NiR). O aménio é, entdo, incorporado em amino&cidos pelas
enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT), formando glutamina
(GLN), glutamato (GLU) e outros aminoacidos e seus metabodlitos (CRAWFORD,
1995; XU et al., 2012). Alternativamente, 0 NO3 e 0 NH"; podem ser transportados por
carregadores especificos, através do tonoplasto e armazenado no vacuolo, para
posteriormente serem reduzidos no citosol da mesma célula ou serem translocados
inalterados para a parte aérea da planta (Figura 2b). Nos colmos e folhas (Figura 2a), o
nitrato é reduzido a nitrito pela acdo da enzima NR, e a amdnio, através da enzima NiR.
O amonio é entdo incorporado em aminoécido pelas enzimas GS e GOGAT. Estes
elementos também sdo armazenados no vactolo da célula para posterior reducédo e
utilizacdo (KING et al., 1993; CRAWFORD, 1995). O grupo amino do glutamato pode
ser transferido para aminoacidos por diferentes aminotransferases. Asparagina sintetase
(AS) catalisa a formacdo de asparagina (Asn) e glutamato de glutamina (GIn) e
aspartato. Juntos com GS, AS exerce um papel fundamental no metabolismo primario
do nitrogénio. Além disso, a NADH-glutamato desidrogenase mitocondrial pode
alternativamente incorporar amonio em glutamato em resposta a niveis elevados de

amonio sob estresse (XU et al., 2012).
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Figura 2 - Representacdo esquematica da rota de absorcdo do nitrogénio, principalmente na forma de
amonio e nitrato nas raizes e folhas, e seu transporte, assimilacdo e remobilizacdo dentro da planta.
Abreviagdes: NO5: nitrato; NO™,: nitrito; NH™,: amdnio; GLN: glutamina; GLU: glutamato; NR: nitrato
redutase; NiR: nitrito redutase; GS: glutamina sintetase; GOGAT: glutamato sintase; T: transportador
Fonte: Bredemeier e Mundstock (2000).

Em dornas de fermentagdo de vinho, 0os compostos nitrogenados do mosto séo
essenciais para o crescimento e desenvolvimento das leveduras durante a fermentagéo
alcoolica, sendo o nitrogénio apos o carbono, o segundo elemento mais utilizado pelas
leveduras (GARDE-CERDAN et al., 2009). Em cultivo de videiras ja se sabe que 0
estado nutricional da planta reflete na producdo e na composi¢do dos frutos, o
nitrogénio deve ser usado em doses que ndo permitam influenciar negativamente os
componentes de produgdo, como na massa de cachos, no seu comprimento e na largura,
no seu numero de bagas e na massa das bagas (BELL e ROBSON, 1999; BRUNETTO,
2008). Qutros trabalhos com fertilizacdo nitrogenada nas mesmas fruteiras (SPAYD et
al., 1994; SPAYD et al., 1995, KELLER et al., 1998; KELLER et al., 1999;
BRUNETTO et al., 2007; BRUNETTO et al., 2008) afirmam que producdes elevadas
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podem prejudicar a composi¢do da uva e do seu mosto, alterando os teores de
solidos soluveis totais, o pH, a acidez total, os &cidos organicos, como 0s &cidos
tartarico e malico, os polifendis totais, as antocianinas e o teor de nutrientes como
nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca), e magnésio (Mg), que devem ser
equilibrados e proporcionais na baga. Para Bisson (1991) citado por Boeira et al. (1995)
e Garde-Cerdan et al. (2009), a concentracdo de nitrogénio total, bem como dos
diferentes aminoacidos, é altamente variavel nas uvas.

Vaérios fatores interferem no teor dos compostos nitrogenados presentes nos
mostos, entre 0s quais podemos citar a regido de cultivo - destacando as condigdes
climéticas e caracteristicas do solo - as préaticas culturais, a cultivar utilizada e a
fertilizacdo nitrogenada. Videiras da cultivar Vitis vinifera Gewdrztraminer implantadas,
recebendo diferentes concentracdes de nitrogénio na forma de uréia durante dois ciclos
vegetativos, fizeram com que diferentes leveduras mostrassem diferencas no consumo
de arginina durante a fermentacdo; 0s mostos que apresentaram maior concentracdo de
arginina, apresentaram maior concentracdo de uréia nos vinhos e as leveduras
mostraram uma grande tendéncia em reabsorver a uréia excretada durante a fermentacao
(GARDE-CERDAN et al., 2009).

Estudos realizados onde foram feitas aplicacdes foliares de uréia, em diferentes
doses e épocas, nas cultivares de uva Vitis vinifera Gewurztraminer constatou-se que o
uso deste fertilizante favoreceu um aumento na concentracdo de arginina e de uréia no
mosto. As espécies de leveduras mostraram diferencas no consumo de arginina durante
a fermentacdo, sendo que 0s mostos que apresentaram maior concentracdo de arginina,
também apresentaram maior concentracdo de uréia nos vinhos; e todas as leveduras
mostraram uma grande tendéncia em reabsorver a uréia disponivel durante a
fermentacdo (BOEIRA et al., 1995). A aplicagdo foliar do mesmo fertilizante,
executado em doses e épocas diferentes, nas cultivares de uva Sauvignon Blanc e
Merlot demonstrou um aumento na sintese e acumulo dos aminoacidos arginina,
glutamina e treonina; aplicacGes de uréia 15 dias apos os frutos estarem em inicio de
maturagdo “frutos de vez” aumentaram a acidez do vinho produzido e altas doses do
fertilizante limitaram o acumulo de acucares nos frutos, ndo influenciando em seu
tamanho (LASA et al., 2012).

A adicdo de ambnio e aminoacidos no mosto da cultivar de uva Airen mostrou
que a linhagem de levedura ¢ o principal fator que afeta a composicao volatil do vinho.

A adicdo de qualquer fonte de nitrogénio reduziu o teor dos compostos B-feniletanol,
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metionol e A&lcool isoamilico do vinho e aumentou a quantidade de &cido
propandico. Quando vinhos sdo originados de mosto suplementado com aménio, s&o
ricos em lactato de etila e c-3-hexanol; quando suplementados com aminoacidos, sdo
ricos em y-butirolactona e isobutanol (HERNANDEZ-ORTE et al., 2005). Além disso,
0 aroma caracteristico de certas cultivares podera ser parcialmente explicado pela
composi¢do de aminoécidos do mosto da uva (HERNANDEZ-ORTE et al., 2002). As
duas principais fontes de nitrogénio assimilaveis pelas leveduras sdo amoénia e
aminoacidos primarios (HERNANDEZ-ORTE et al.,, 2005). Embora linhagens de
leveduras difiram grandemente em sua capacidade para 0 uso de aminoacidos e
nitrogénio (CARRAU et al., 2008), vérios trabalhos tém mostrado que a suplementacao
nitrogenada na forma de aminoacidos e nitrogénio assimilavel influencia no perfil do
aroma volatil do vinho (HERNANDEZ-ORTE et al., 2006; JIMENEZ-MARTI et al.,
2007; VILANOVA et al., 2007; GARDE-CERDAN et al., 2008).

A amdnia é uma das fontes de nitrogénio majoritariamente usada por todos 0s
organismos, embora sendo uma boa fonte de nitrogénio, em alguns casos o fertilizante
sulfato de amonio usado como fonte de nitrogénio pode causar queda de pH, o que
previne o crescimento de alguns organismos. Todas as evidéncias disponiveis sugerem
que os fungos assimilam o amo6nio em nitrogénio organico, através principalmente da
acdo da desidrogenase glutamica dependente de NADP, conforme equacdo abaixo
(BERRY, 1988d).

COCH COOH

EIZH; CIH:

CH +NADH, ~NH, 3= CH  <ADP <P,
[IZH.}{[—I; CIH._\'[—I;

EIZOCE-I E!DDH

o- cetoglutarato glutamato

Além da produgdo de glutamato, em circunstancias normais, uma certa
quantidade de amodnia é assimilada diretamente em glutamina, através da acdo da

enzima glutamina sintetase (GS), conforme equacao abaixo.
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COOH CO0H

EliH; ClH;

nlzr—l; +NH: + ATP —» clr—L +ADP + P
[liH.}{[—I; éH.h‘[—I;

[|ZDCIH C|DDH

glutamato glutamina

Assim como acontece com o amonio, a maioria dos fungos pode usar o nitrato
como fonte de nitrogénio. A levedura do género Saccharomyces é uma exce¢édo, embora
0 composto constitua a principal fonte de nitrogénio para outras leveduras industriais
como a Candida utilis. O Unico mecanismo para assimilacdo do nitrato em composto
organico é através de uma série de reacdes sequenciais, catalisadas pelas enzimas nitrato
redutase e nitrito redutase, levando a formacdo de aménio, conforme a seguinte

equacao.

nitrato nitrato

redutase redutase +
NO; — > N0y —48 N'f'4_
nitrato nitrito amonia

A uréia pode ser usada como a Unica ou principal fonte de nitrogénio para a
maioria dos fungos. Assim, a uréia absorvida é assimilada ap6s sofrer hidrolise,
produzindo aménio e diéxido de carbono pela enzima urease intracelular, conforme

mostrado na equacédo abaixo, seguida pela metabolizacdo do aménio.

NH:

I

C=0 + HO0— INH +C,
I

NH;

ureia

A levedura Saccharomyces cerevisiae utiliza um mecanismo totalmente
diferente que depende de duas reacdes: carboxilacdo da uréia pela uréia carboxilase,

produzindo acido alofanico; seguido pela degradacdo do acido alofanico pela hidrolase
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do alofanato em amonio e anion carbonato, sendo que ambas as reagdes sao

catalisadas pela enzima uréia amidohidrolase (Figura 3).

I‘\IHZ NH,
-0 Urea £=0
T ) carboxilase
+ ATP+ HCO; NH 3H,
NH, 2 H
uréia
C=0
o
alofanato
2NH," 2HCO;
Hidrolase do
alofanato

Figura 3 - Degradagdo da uréia pela levedura Saccharomyces cerevisiae. A uréia € degradada em duas
fases para producdo de amdnia. Na primeira fase, acido alofanico é produzido pela uréia carboxilase. Na
segunda fase, o acido alofanico é hidrolizado pela hidrolase do alofanato, produzindo aménio e anion
carbonato. As reacgdes sdo catalisadas pela enzima uréia amidohidrolase.

Fonte: Berry (1988d) e Shure et al. (2000).

O crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae em meios contendo
adequadas fontes de nitrogénio produz taxas de crescimento relativamente altas.
Amonio, glutamina e asparagina sdo boas fontes de nitrogénio e para seu uso as células
de leveduras tém que converté-los em glutamato e glutamina. Estes dois aminoacidos
servem como doadores de nitrogénio para todos 0s outros compostos que contém
nitrogénio nas células; ambos séo sintetizados usando diretamente a aménia como
doador do grupo amino. A desidrogenase glutdmica dependente de NADPH (NADPH-
GDH) converte amonia e a-cetoglutarato em glutamato e a glutamina sintetase (GS)
produz glutamina, além de amonia e glutamato. Assim todas as fontes de nitrogénio sdo
degradadas para finalmente produzir aménio ou glutamato e em seguida, eventualmente,

serem convertidas em amoénio e a-cetoglutarato, pela desidrogenase glutamica
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dependente de NAD (NAD-GDH). Quando glutamina € a Unica fonte de nitrogénio
para o crescimento, glutamato é produzido pela glutamato sintase (GOGAT) ou através
da NADPH-GDH; no primeiro caso, amonio é produzido pela glutamina que degrada

glutamina em glutamato e aménio (Figura 4).

NADPH
NH*,

NADP At
] NHe,  ADP*Pi
= Y

& NADPH-GDH &
a-Cetoglutarato ﬁ NAD-GDE Glutamato GS|> Glutamina
NH*,
NADH NAD
GOGAT \
NAD NADH

Figura 4 - Interconversdo de a-cetoglutarato, amdnia, glutamato e glutamina pelo Metabolismo Central
do Nitrogénio (MCN). A amonia pode ser convertida em glutamato através de duas vias. Ela pode ser
ligada diretamente ao a-cetoglutarato para formar glutamato pelo NADPH-GDH, uma reacdo que
consome um NADPH. A amdnia pode também ser incorporada em glutamina, através da GS, consumindo
um ATP. Glutamina e a-cetoglutarato sdo convertidos a glutamina, através do GOGAT, as expensas do
NADH. Glutamato pode ser degradado a a-cetoglutarato e amonia, através do NAD-GDH usando NAD.
Fonte: Schure et al. (2000).

Outras fontes de nitrogénio como asparagina e prolina sdao também
metabolizadas a glutamato e aménio. Asparagina € convertida em aspartato e aménio
pela asparaginase. A degradacdo da prolina envolve trés etapas que ocorrem na
mitocondria e leva a producéo de glutamato.

Assim todas as fontes de nitrogénio sdo convertidas em aménio e glutamato.
Glutamato, juntamente com glutamina, exerce um papel essencial no metabolismo do
nitrogénio, sendo proposto chamar a interconvencdo da amonia, glutamato e glutamina
de metabolismo central do nitrogénio (MCN).

Com relagdo a producdo de cachaca, tanto a de alambique de cobre como a
industrial, a adigdo de sulfato de aménio no caldo de cana pode ajudar a manter a taxa
de fermentacdo elevada e a populacdo de leveduras durante o processo fermentativo
(ANGELIS et al.; 1992). Tem sido amplamente divulgado que a natureza da fonte de

nitrogénio e a sua disponibilidade determinam fortemente o conteudo final do aroma e



20

sabor no mosto fermentado (O’CONNOR-COX et al., 1989; LAMBRECHTS et al.,
2000; TORREA-GONI et al., 2002; WANG et al., 2003; BELL et al., 2008; CARRAU
et al., 2008; HAZELWOOD et al., 2008).

Embora a adubacdo nitrogenada seja uma das praticas de cultivo mais estudadas
do ponto de vista agrondémico, ainda demanda de respostas quanto aos seus efeitos na
fermentacdo do mosto proveniente do caldo de cana-de-agUcar para producdo de
cachaca de alambique de cobre. Apesar de existirem varios trabalhos relacionados a
diversidade microbiana e ao perfil aromatico das cachacas (OLIVEIRA et al., 2005;
VICENTE et al., 2006; GOMES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008; VILANOVA et
al., 2009), hé& caréncia de trabalhos que busquem uma relacdo entre os efeitos da
fertilizacdo nitrogenada da cana-planta e possiveis alteracdes no processo fermentativo e
producdo de alcoois superiores e esteres.

Recentemente, Vidal et al. (2013) estudaram a influéncia do fertilizante
nitrogenado sulfato de amonio adicionado em caldo de cana com baixa quantidade de N
assimilavel sobre a fermentacdo e o perfil do sabor na cachaca e concluiram que a
adicdo média de 175 + 4,9 mg N.L™ teve influéncia favoravel sobre o sabor e a
expressao do gene IAHL, reprimindo-o e resultando numa baixa produgdo de &lcoois
superiores. Quando houve aumento, o gene codificou acil esterase e houve a producéo

de ésteres de acetato.

1.6 Relacdo entre herbicidas utilizados na cultura da cana-de-aglcar e a

fermentacao do mosto

A cana-de-aglcar, como qualquer outra cultura, pode apresentar sérias perdas
pela presenca de plantas daninhas, as quais reduzem o0 seu crescimento e
desenvolvimento, por competir diretamente com a cultura em agua, luz, nutrientes e
espaco (NAVARRO et al., 2007; GALON et al., 2009). O controle de plantas daninhas
nesta cultura € realizado quase que exclusivamente com o uso de herbicidas de agéo
tanto pré como pos-emergentes (COSTA et al., 2004; LAURENCETTI et al., 2008;
GIROTTO et al., 2012; TORRES et al., 2012). O uso do método quimico de controle
deve-se a escassez de mdo de obra, as extensas areas cultivadas, ao baixo custo do
controle, a praticidade e a alta eficiéncia quando comparado aos demais métodos
(FREITAS et al., 2004; CHRISTOFFOLET]I et al., 2006).
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Em decorréncia dessas vantagens associadas com o cultivo de novas areas, a
cultura da cana, em 2008, ja era responsavel por 56% do valor total em ddlares gastos
no comércio com agroquimicos utilizados na agricultura (LOURENCETTI et al., 2008).
Isso tem elevado o numero de produtos atualmente registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento para um total de 42 ingredientes ativos e 189
marcas comerciais de herbicidas, recomendados para a cultura da cana-de-agUcar
(AGROFIT, 2008; GALON et al., 2009; GIROTTO et al., 2012).

Embora essa pratica de manejo apresente vantagens, os herbicidas podem
exercer, também, outros efeitos sobre a cultura, ocasionando intoxicacGes das plantas
(GALON et al., 2010; DAS et al., 2003 e RIZZARDI et al., 2003, citados por TORRES
et al., 2012), o que pode ter como consequéncia a reducdo das taxas de crescimento e
desenvolvimento, como reflexos negativos na produtividade do canavial. E notério que
0 uso dos herbicidas € mais uma préatica, que além de contribuir para o aumento da
produtividade agricola, pode também através de seus compostos quimicos causar danos
ao meio ambiente, a salde publica e afetar as formas de vidas. No caso especifico deste
trabalho, os herbicidas podem ser prejudiciais aos organismos associados as areas de
cultivo da cana-de-acgucar.

Entre as diversas opgOes de herbicidas registrados para a cultura da cana-de-
acucar encontram-se o diuron e o hexazinone (Velpar K), que sdo utilizados nos
canaviais em todo Brasil (GIROTTO et al., 2012; RAMOS et al., 2012; TORRES et al.,
2012), e especificamente na regido de Salinas (MG) onde a maior parte da cana
cultivada destina-se a producdo de cachaca destilada em alambique de cobre.

O herbicida diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1- dimetiluréia) derivado das uréias
substituidas, contendo 53,3% de ingrediente ativo, inibe a fotossintese, impedindo a
producdo de oxigénio e blogueando a transporte de elétrons no fotossistema Il das
plantas e micro-organismos fotossintetizadores (GIACOMAZZI et al., 2004; GIROTTO
etal., 2012; VILLAVERDE et al., 2012).

Segundo Fuerst et al. (1991), Breitenbach et al. (2001) e Ferreira et al. (2012) o
diuron impede a reducdo da quinona A, por competir com a quinona B pelo sitio de
ligacdo a proteina D1, 0 que ocasiona a saida de QB, interrompendo o fluxo de elétrons
entre os fotossistemas | e Il. O herbicida diuron tem sido usado no controle de plantas
anuais e perenes nao cultivadas, como aquelas as margens das estradas, trilhas, jardins,
ferrovias e também em cultivos de fruteiras, algoddo, cana-de-agUcar, alfafa e trigo
(GIACOMAZZI et al., 2004).
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O hexazinone (3-ciclohexil-6-(dimetilamino)-1-metil-1,3,5-triazine-2,4(1H,
3H)-dione) é um herbicida de amplo espectro que é usado no controle de uma grande
variedades de plantas daninhas de folhas largas, gramas, pasto e plantas lenhosas. E
também utilizado no controle de plantas daninhas em viveiros florestais, em plantios de
abacaxi, mirtilo, cana-de-agucar, margens de rodovias, ferrovias, trilhas e parques
industriais. O hexazinone pertence ao grupo das triazinonas, contendo 6,7% de
ingrediente ativo e 40% de material inerte (WANG et al., 2005; RAMOS et al., 2012).

Devido a alta solubilidade, tanto o diuron (42 mg.L™) como o hexazinone (33
g.L™") apresentam grandes riscos de serem facilmente lixiviados e contaminarem aguas
subterraneas (KUBILIUS et al., 1998; GOMES et al., 2001, citado por RAMOS et al.,
2012). Como herbicida residual e de contato, o hexazinone pode ser absorvido tanto
através das raizes ou das folhas e atuar como um inibidor de fotossintese. A sua
degradacdo é atribuida principalmente a micro-organismos indigenas, sendo que apesar
de sua baixa taxa residual, a sua degradacao pode durar meses (WANG et al., 2005).

Outros fungos do solo como Cunninghamella echinulata, Rhizoctonia solani e
cepas de Streptomyces degradam o diuron (CULLINGTON et al., 1999). Outros micro-
organismos pertencentes aos géneros Azospirillum, Pseudomonas, Alcaligenes,
Enterobacter, Proteus, Klebsiella, Serratia, Bacillus Arthrobacter, Nocardia,
Streptomyces, Mucor, Fusarium, Chaetomium, Trametes e Phanerochaete séo descritos
como eficientes decompositores dos compostos presentes nestes herbicidas (MOREIRA
et al., 2007).

Dentro desta linha de pesquisa, alguns trabalhos envolvendo possiveis efeitos
dos herbicidas sobre Saccharomyces cerevisiae tém sido executados. Braconi et al.
(2006), analisando as aplicacOes separadas das formulagcbes comerciais e 0S seus
respectivos ingredientes ativos (IAs) fenoxaprop-P-etil, tribenuron-metil e glifosato
puros, concluiram que os ingredientes ativos quando testados puros em linhagens de
leveduras selvagens produtoras de vinho tiveram uma menor influéncia em sua biologia,
afetando em menor intensidade o seu metabolismo e crescimento celular. Cabral et al.
(2004), examinando efeitos adaptativos ocorridos em Saccharomyces cerevisiae
expostas ao herbicida acido 2-metil-4-clorofenoxiacético (MCPA), verificaram que
durante o periodo de adaptacdo, a H'- ATPase da membrana plasmatica (MP) foi
ativada, enquanto houve a diminuicdo do pH intracelular (pHi), viabilidade celular e

volume médio da célula.
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Apesar dos muitos estudos realizados com os herbicidas diuron e hexazinone
sobre degradacdo, efeitos ecotoxicologicos (SALVESTRINI et al, 2002;
GIACOMAZZI et al., 2004), mutacbes de genes de Saccharomyces cerevisiae
resistentes ao diuron (RAGO et al., 1986), biodegradacdo por fungos de solo
(VROUMSIA et al., 1996) e adsorcdo e determinacdo de hexazinone e seus metabolitos
em aguas subterraneas (KOSKINEN et al., 1996; KUBILIUS et al., 1998), nos cultivos
da cana-de-acUcar para a producdo de cachaca em alambique de cobre e sendo os
herbicidas diuron e hexazinone dentre os mais utilizados no controle das plantas
daninhas, ainda ndo ha relatos relacionados a acéo destes herbicidas sobre a levedura
Saccharomyces cerevisiae no processo fermentativo e possiveis alteracfes na
composicao quimica da cachaca produzida.

Portanto, e em se tratando do cultivo da cana para a producdo de cachaca, o
problema é que muitos residuos de herbicidas absorvidos tanto pelas raizes como pelas
folhas ou serem transferidos do préprio solo, poderiam em tese afetar o desempenho
fermentativo da levedura Saccharomyces cerevisiae e, consequentemente, a composicao

quimica da cachaca.

1.7 Uso dos suplementos nutricionais no preparo do pé-de-cuba e sua relacdo na

fermentacdo do mosto

O caldo de cana-de-agUcar é normalmente constituido de 75-82% de agua, 15-
24% de acucares (sacarose, glicose e frutose), quantidades pequenas de soélidos
organicos sollveis (proteinas, aminoacidos, gorduras e materiais corantes, etc) e sélidos
inorganicos (PARANHQOS, 1987 citado por DA SILVA et al.; 2009). Apresenta pH que
pode variar de 4,8 e 6, 0, 0 que faz do caldo de cana um meio excelente para o
desenvolvimento da fermentacéo alcoolica (DA SILVA et al., 2009).

Entretanto, a composicéo deste caldo pode variar conforme a variedade de cana
cultivada, a localizacdo geogréfica, as praticas culturais efetuadas, grau de maturacéo e
também os cuidados na colheita e transporte (SALAS et al.,, 1992; RIVERA-
ESPINOZA et al., 2005).

Payet et al. (2005) relataram atividade antioxidante em diferentes amostras de
acucar oriundas da concentracdo do caldo de cana, atribuindo esta atividade a varios
compostos flavandides e acidos fendlicos. Em outro trabalho, Duarte-Almeida et al.

(2006) mostraram que o caldo de cana contétm moléculas fendlicas, tais como
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flavandides e &cidos cindmicos (apigenina, luteolina, derivados de tricina), &cidos
sinépico, caféico e isdbmeros de &cidos clorogénicos. Na tentativa de suprir possiveis
caréncias nutricionais do caldo no processo fermentativo, e consequentemente melhorar
o desempenho fermentativo das leveduras, utiliza-se uma série de produtos naturais e de
origem vegetal como fubd de milho, farelo de arroz, farinha de soja, biscoitos
industrializados e a base de amido (bolachas), além de suco de frutas citricas
(SCHWAN et al., 2001; VICENTE et al., 2006; GOMES et al., 2007; JERONIMO et
al., 2008; VALSECHI, 1960 citado por MARTINI, 2009).

O uso de fuba de milho e farelo de arroz no preparo do pé-de-cuba em escala
semi-piloto, juntamente com sacarose comercial e fermento comercial prensado, foram
estudados por Dominguez et al. (1997). Os autores observaram que o farelo de arroz é
um excelente suplemento nutricional para a fermentacao alcoodlica, permitindo aumentar
o rendimento em etanol. Sua presenca no meio manteve a acidez total e a formacéo de
alcoois superiores estaveis ao longo de sete bateladas, além de reduzir a formacéo de
aldeidos e ésteres. J& o fuba de milho proporcionou uma reducao na formacao de acidez,
aldeidos, ésteres e alcoois superiores, discordando dos resultados no que se refere aos
alcoois isobutanol e isoamilico, encontrados por Cleto e Mutton (1997). Estes ultimos
utilizaram o mesmo cereal no preparo do pé-de-cuba e verificaram a sua ndo
interferéncia nos valores de pH e acidez do vinho, diminui¢cdo da acidez total da
aguardente, producdo de n-propanol e aumento da producdo de isobutanol e alcool
isoamilico. Outro trabalho visando testar os efeitos do extrato protéico de soja no caldo
de cana, como fonte de nitrogénio, mostrou a sua influéncia na viabilidade celular, que
se manteve elevada durante seis reciclos de células. Foi observado também o aumento
dos teores de n-propanol, isobutanol e alcool isoamilico, sendo a producédo de ésteres e a
acidez das cachacas ndo afetadas pela adicio desse suplemento (JERONIMO et al.,
2008).

Embora sejam poucos os estudos utilizando suplementos nutricionais, o farelo de
arroz é um subproduto de baixo custo e que constitui numa boa fonte de energia, com
16-18% de proteinas, rico em vitaminas, minerais e dos aminoacidos lisina e metionina,
quando comparado com outros graos, como milho e trigo (KHALIQUE et al., 2004).
Furukava et al. (2003) obtiveram uma alta concentracdo de caproato de etila, quando
utilizaram o farelo de arroz na propor¢cdo de 70% no preparo do saké. Mais
recentemente, Chen et al. (2010) afirmaram que as diferentes caracteristicas aromaticas

do vinho de arroz chinés sdo devido a diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae
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de diferentes regides, proporcionando assim bases quimicas para a caracterizacdo
regional do vinho de arroz chinés.

Na tentativa do melhoramento das caracteristicas do milho para producdo de
etanol, Murthy et al. (2006) verificaram que a retirada do germe (embrido) e pelicula
externa (fibras) do endosperma reduziram a producéo de etanol em 11,2% v/v).

O arroz e o milho sdo cereais que vém sendo utilizados ha muitos anos na
producdo de fermentados, sendo o primeiro na producdo de bebidas como o shoju na
Coréia e vinho na China e o segundo na producdo de etanol nos Estados Unidos
(REFERENCIA). As pesquisas referentes ao uso destes cereais na suplementagéo do
mosto de caldo de cana, visando a producdo de cachaga de alambique de cobre sdo
pouco representativas e feitas em escala laboratorial. O presente trabalho pretende

pesquisar a sua utilizacéo (cereais) em fermentacfes em escala piloto.

1.8 Uso do tratamento térmico do caldo de cana e sua relacdo na fermentacao do

mosto

O caldo de cana pode ser definido como uma solucdo diluida e impura de
sacarose, contendo cerca de 80% de agua, 20% de sélidos soltveis (agUcares e ndo
acucares, organicos e inorganicos). Entre os acucares, a sacarose € a mais importante,
com teor em torno de 18% no caldo. Ja a glicose e a frutose encontram-se na faixa de
0,4 e 0,1%, respectivamente (BOSQUEIRO, 2010).

A composi¢do do caldo pode variar de acordo com a variedade de cana,
localizacdo geografica, préticas culturais, maturidade, colheita e transporte (RIVERA-
ESPINOZA et al., 2005). Os componentes ndo agucares organicos sdo: proteinas;
gorduras e ceras; aminoacidos; pectinas; acidos livres e combinados (malico, succinico,
aconitico, oxalico, fumarico, caféico, sinapicos, hidroxicindmico, etc) e materiais
corantes (clorofila, antocianina e sacaretina). JA& 0s ndo agucares inorganicos sdo as
cinzas: silica, potassio, fésforo, célcio, sddio, magnésio, enxofre, ferro, aluminio, cloro,
etc (WALFORD, 1996; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; BOSQUEIRO, 2010). Os
compostos nitrogenados presentes no caldo de cana-de-acucar, disponiveis entre 200 a
600 ppm de nitrogénio, compreendem amonia, peptideos, aminoécidos (asparagina e
glutamina), nucleotideos e compostos de alto peso molecular (proteinas, glicoproteinas,

poliaminas) e sdo fundamentais na producdo de etanol, visto que juntamente com 0s
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componentes inorganicos sdo essenciais para a nutricdo das leveduras durante a
fermentacdo (SILVA, 2011).

Segundo Baruffaldi et al. (1989), citado por Lima et al. (2009), a aplicacdo do
tratamento térmico no caldo de cana tem como objetivo a inativacdo enzimatica,
diminuicdo da carga microbiana e destruicdo das bactérias patogénicas, visando a
conservagdo dos nutrientes do meio. A intensidade do tratamento térmico depende
principalmente do valor do pH, da composicao e das caracteristicas dos alimentos e do
resultado da combinacdo dos parametros tempo-temperatura.

Diferentes métodos de tratamento térmico tém sido pesquisados em caldo de
cana, sucos e em outros alimentos sélidos, buscando entender as alteragdes fisicas,
quimicas, sensoriais e o controle das contaminagdes microbianas que estes alimentos
possuem ou passam a ser portadores. Dentre estes métodos em estudo, Milly et al.
(2007) cita que a cavitacdo hidrodinamica (formacdo de bolhas de gas em produtos
liquidos, devido a variagdo de pressdo induzida por meios mecanicos) é um método
eficaz para pasteurizacdo de alimentos de baixa acidez e esterilizacdo de alimentos de
alta acidez. Este método induz uma forca destrutiva adequada para inativar células
vegetativas de bactérias, leveduras, ascosporos de leveduras e esporos de bactérias
resistentes ao calor. Micro-organismos deterioradores comuns, como as bactérias acido-
laticas e leveduras, podem ser eliminadas em temperaturas reduzidas, devido ao efeito
sinergistico da temperatura e da cavitacdo hidrodinamica.

Na tentativa de preservacdo de sucos, principalmente de macé e laranja, outros
métodos tém sido pesquisados, como a pasteurizacdo térmica através de campos
elétricos pulsados (PEF) aplicados em sucos (YEOM et al., 2000; SCHILLING et al.,
2008) e o uso do aquecimento 6hmico em produtos alimenticios, que consiste na
passagem de uma corrente elétrica através deles, gerando assim um aguecimento interno
como efeito da resisténcia elétrica. Em trabalhos com suco de laranja, 0 método de
tratamento térmico 6hmico aquecimento continuo apresentou inativacdo completa de
bactérias, leveduras e bolores em comparacdo com o tratamento convencional
(LEIZERSON et al., 2005). O uso da técnica do didxido de carbono fase densa (DPCD),
que consiste na pressurizacdo do suco com CO, ocorrendo uma diminuicdo do pH,
proporcional a quantidade de CO; injetado e restabelecendo aos valores originais com a
reducdo da pressdo (FERRENTINE et al., 2009) e o uso de temperaturas elevadas (60 -
90°C) combinados com curtos espacos de tempo de 20 -100 segundos (HTST) em sucos
de macd (KRAPFENBAUER et al., 2006) foram também eficientes.
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Em bebidas fermentadas e ndo destiladas, Lund et al. (2012) estudaram o
efeito da pasteurizagdo sobre a composicdo protéica e a estabilidade oxidativa de
cervejas durante 0 armazenamento e verificaram que o tratamento térmico melhorou a
estabilidade oxidativa e teve um menor efeito sobre o perfil volatil pelo aumento dos
compostos volateis. No processo de producdo de cachaca de alambique de cobre, a
microbiota oriunda do solo e principalmente do caldo e tecidos do colmo da cana é
sempre uma ameaca ao processo fermentativo, ao tempo de duracdo do pé-de-cuba, ao
rendimento de cachaca e principalmente a composi¢do quimica da bebida produzida.

Segundo Amorim et al. (1989) citado por LIMA et al. (2009), uma das
principais preocupacfes na industria sucroalcooleira é combater 0os micro-organismos
contaminantes do processo de producdo de alcool, representados pelas bactérias e
leveduras selvagens que se instalam no processo. Estes contaminantes sdo causadores de
problemas, tais como: o consumo de agucar, a queda de viabilidade de células de
leveduras devido as toxinas excretadas ao meio, a floculacdo do fermento, o que
acarreta perda de células de leveduras e a queda no rendimento industrial.

Ceballos-Schiavone (2009) estudou caldos de cana-de-agucar clarificados pelos
métodos de aquecimento e por adicdo de fosfato de s6dio mono-hidratado e observou
que sete espécies de Lactobacillus sdo sensiveis a temperatura da agua em ebuli¢do, ndo
sobrevivendo por mais de 4 minutos, ndo importando a forma como foi feita a
clarificacdo. Singh et al. (2002), pesquisando a preservacao do caldo de cana-de-aclcar
para consumo, conclui que a pasteurizagdo a 70°C por 10 minutos, seguido da adicéo de
acido citrico (40mg/100mL de suco), acido ascérbico (40mg/100mL de suco) e
metabissulfito de potassio (150 ppm) como conservantes, proporcionaram ao suco de
cana uma reducgdo do pH, solidos solUveis totais e agucares totais, enquanto a acidez
titulavel e aclcares redutores aumentaram. O caldo de cana com conservantes mostrou o
minimo de alterag&o na avaliagdo sensorial, durante os 90 dias de armazenamento, tanto
em temperatura ambiente como sob refrigeragao.

Vale ressaltar que, a maioria dos trabalhos que utilizam o caldo de cana
submetido ao tratamento térmico visam a sua conservacao para consumo em forma de
suco e ndo possuem objetivos para uma posterior fermentacao e destilacao do caldo para
producdo de cachaca.

Diante do exposto, buscou-se nesse trabalho estudar as possiveis interferéncias
de préticas rotineiras de manejo, tais como préaticas de cultivo da cana-de-agUcar, a



adicdo de cereais e o tratamento térmico do caldo no processo fermentativo e na

composi¢do quimica da cachaca.
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2 JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, o surgimento de pesquisas cientificas nos diversos
segmentos da cadeia produtiva da cachaca tem aumentado consideravelmente o
conhecimento sobre as etapas envolvidas na producdo da bebida, o que tem
proporcionado o abandono da utilizacdo de métodos empiricos usados no processo
produtivo. Isso tem ocasionado uma valorizagdo da imagem nacional e internacional da
cachaca. Por outro lado, pesquisas tém sido desenvolvidas, visando a selecdo de
leveduras e a otimizacdo de condicOes de fermentagcdo que proporcionem melhorias na
composi¢do quimica e sensorial de cachagas produzidas.

Muitas praticas e tratamentos sdo aplicados na cadeia produtiva da cachaca de
alambique de cobre que véo desde aquelas de manejo aplicadas no cultivo da cana-de-
acucar até o tratamento do caldo, momentos antes do inicio do processo fermentativo.
Diante destas praticas, as vezes usadas empiricamente pelos produtores de cachaga, foi
proposto este trabalho, com a finalidade de se obter respostas sobre os reais efeitos com
relacdo ao: uso de fertilizantes nitrogenados aplicados no desenvolvimento da cana-de-
acucar; uso de herbicidas no controle de plantas daninhas aplicados durante o ciclo
vegetativo desta cultura; a adicdo ao mosto fermentativo de produtos organicos como
fuba de milho e quirela de arroz; e ao uso do tratamento térmico na reducdo da
microbiota do caldo de cana e seus efeitos sobre o processo fermentativo e a
composic¢do quimica da cachaca.

Espera-se que este trabalho venha contribuir para o conhecimento sobre quais
fatores estdo ligados as praticas de producdo da cachaca, os quais realmente afetam a
producdo de compostos secundarios, como 0s esteres e alcoois superiores, responsaveis
pelo aroma e sabor da bebida. Além disto, espera-se contribuir no sentido de tornar a
cachaca de alambique um produto mais competitivo com outras bebidas fermento-

destiladas, no mercado brasileiro e internacional.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Analisar a relacdo entre as préaticas de cultivo da cana-de-acucar, a adicdo de
cereais e o tratamento térmico do caldo sobre a fermentacdo e a composic¢ao quimica da
cachaca de alambique.
3.2 Objetivos especificos
- Estudar os efeitos das praticas de cultivo, adubagfes nitrogenadas e capina quimica,
aplicadas na cultura da cana-de-acUcar, no desempenho fermentativo do mosto e na

composi¢do quimica da cachaca;

- Testar os efeitos da adicdo de diferentes suplementos nutricionais (fuba de milho e

farelo de arroz) na fermentacao e na composi¢do quimica da cachaca;

- Avaliar o tratamento térmico do caldo de cana (pasteurizacdo rapida e esterilizacao) na

fermentacao e na composi¢do quimica da cachaca.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Matéria-prima e delineamento experimental

Para realizacdo das analises deste projeto foi implantada uma area de um hectare

da cana hibrida RB765418, onde se executou diferentes préaticas culturais. A area de 1,0
ha situada na Fazenda Santa Isabel do Instituto Federal do Norte de Minas - Campus
Salinas foi dividida em seis parcelas de 1667m? cada e que constituiram os seguintes
tratamentos:

CM — Parcela sem adubacdo nitrogenada + capina manual (Controle);

SA+CQ - Parcela adubada com sulfato de amonio + capina quimica;

U +CQ — Parcela adubada com uréia + capina quimica;

U+CM - Parcela adubada com uréia + capina manual;

SA+CM - Parcela adubada com sulfato de amonio + capina manual,

CQ - Parcela sem adubacdo nitrogenada + capina quimica.

Todos os tratamentos receberam adubagdo fosfatada e potéssica, conforme
andlise do solo e exigéncias da cultura.

O espacamento de plantio foi 1,4m entre linhas e a quantidade de adubo
nitrogenado aplicado foi de 60 kg N.ha® (INFORME AGROPECUARIO, 2007;
SANTOS et al., 2010), aplicado aos 60 dias apds o plantio da cana-de-agucar.

Para os ensaios com a utilizacdo dos cereais fuba de milho e farelo de arroz no
mosto e, também, o de tratamento térmico, utilizou-se o caldo de cana extraido do
tratamento controle CM. Foram analisados, respectivamente, 0s parametros

fermentativos do mosto e os fisico-quimicos das cachagas produzidas (Figura 5).
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‘ Cana de agucar ‘
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‘ Capina manual ‘ ‘ Capina quimica ‘
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‘ ‘ amonio adubaca ‘ amonio
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M Sem suplementacdo i
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T Farelo de arroz

Acidez volatil

Fuba de milho Acetato de etila

] - Farelo de arroz + n-propanol

Fuba de milho Isobutanol

Alcool isoamilico

Figura 5 - Esquema do delineamento experimental com o plantio de cana-de-agUcar, os tipos de capinas
manual e quimica associados as fertilizagdes controle, uréia e sulfato de amonio (tratamentos). Em
laboratdrio, ap6s a colheita da cana foi feita a extracdo do caldo, em separado, de todos os tratamentos;
fermentacdo de cada mosto com suas respectivas analises de consumo de s6lidos soltveis, acidez total e
teor alcoolico; destilagBes e analises fisico-quimicas das cachagas. Do tratamento controle (plantas de
cana submetidas a capina manual e sem adubag&o nitrogenada), parte do caldo extraido foi submetida ao
tratamento térmico (esterilizacdo e pasteurizacdo) e outra parte enriquecida com os cereais farelos de
arroz e fuba de milho, sendo realizadas as mesmas avalia¢fes e analises.

4.2 Caracteristicas agronémicas da variedade de cana-de-acucar RB765418

A variedade RB765418 possui as seguintes caracteristicas agronémicas: pouca
exigéncia em fertilidade de solo; maturagcdo precoce; alto teor de sacarose; brotamento
de soca regular; fechamento regular da entrelinha; florescimento ausente; perfilhamento
médio; tombamento frequente; despalha media; presenca de jocal; chochamento
ausente; baixa sensibilidade a herbicidas; tolerante as doencas carvdo, ferrugem, estrias
vermelhas, escaldadura e susceptibilidade intermediaria ao complexo broca/podridao.
Apresenta Periodo de Utilizacdo Industrial (PUI) longo e a colheita ocorre entre os

meses de abril a novembro. (Informe agropecuario, 2007).
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4.3 Linhagem de levedura

Nas fermentacbes executadas neste trabalho foi usada a linhagem de
Saccharomyces cerevisiae (LBCM 678), previamente isolada de amostras de mosto de
dornas de fermentacdo de uma destilaria da regido de Salinas (MG), e pertencente a
colecdo do Laboratorio de Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal de
Ouro Preto (LBCM/NUPEB/UFOP).

4.4 Meios de cultura

441YPD

O meio YPD (Yeast Peptone Dextrose), esterilizado e usado na multiplicagéo
inicial da levedura Saccharomyces cerevisiae LBCM 678, era composto por extrato de
levedura 1% (10g/L), peptona bacteriologica 2% (20 g/L) e glicose (Dextrose) 2%

(20g/L) como fonte de carbono.

4.4.2 YP caldo de cana

O meio YP caldo de cana, usado na multiplicacdo e crescimento da levedura
Saccharomyces cerevisiae LBCM 678, era composto por caldo de cana esterilizado
numa concentracdo de 5 °Brix, extrato de levedura 1% (10 g/L) e peptona bacterioldgica
2% (20 g/L).

4.5 Multiplicacéo celular da levedura Saccharomyces cerevisiae LBCM 678

4.5.1 Multiplicacdo em meio de cultura YPD

A Figura 4 representa 0 esquema de multiplicacdo da levedura Saccharomyces
cerevisiae LBCM 678 em laboratorio. Para a reativacdo da cepa, uma aliquota de 100
uL de células estocada a -80°C foi transferida para 4 mL do meio YPD 2%. A cultura
foi incubada a 30°C por 48h. Em seguida, nova transferéncia foi efetuada, passando a
cultura crescida para um erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de YPD 2%, o qual

foi incubado a 30°C, por 24h e sob agitacdo de 200 rpm. Logo apds, novas
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transferéncias foram efetuadas nas mesmas condic¢Oes anteriores, alterando somente
capacidade de volume do Erlenmeyer, a medida que o volume de ceélulas foi
aumentando, até a obtencdo de um volume de no minimo 4 L de massa celular da

levedura.

4.5.2 Multiplicagdo em meio de cultura YP caldo de cana

Nesta etapa, o processo de multiplicacdo da levedura LBCM 678 passou a ser
realizado em baldes pléasticos especificos de laboratorio, graduados, transparentes e com
capacidade de 20 litros. Um volume em torno de 250mL de massa celular foijtransferido
para 0 balde e acrescentado de 1L de caldo de cana a uma concentracdo de 5 °Brix,
acrescido de 1% de extrato de levedura e 2% de peptona bacterioldgica. Tanto o caldo
de cana como os demais extratos preparados foram autoclavados a 120°C por 15
minutos (JORGENSEN et al., 2002; CARVALHO, 2004; NOBRE et al., 2007). O
mosto formado foi mantido sob aeracdo constante, através de um compressor de ar (Big
Haver, modelo A420), a uma temperatura de 30°C, até atingir um valor de °Brix
proximo de zero (cerca de 6 horas). Em seguida, a aeracdo do vinho foi paralisada e
apo6s 30 minutos, para decantagdo da massa celular, o vinho foi vertido e novo meio
caldo de cana, cujo volume era o dobro do anterior, foi usado no abastecimento do
balde. Tal processo se repetiu até a obtencdo de um volume de massa celular de
aproximadamente 4L, sendo que a cada substituicdo do vinho, a partir do segundo
abastecimento, os volumes de meio caldo de cana foram 4, 8 e 12L.
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Multiplicacao da levedura LBCM 678

LBCM 678
T 100 pL 30°C/200 rpm/24h 30°C/200 rpm/24h 30°C/200 rpm/24h
— —p

YPD 2% +
Glicerol 30% 4mL YPD 2% 50mL YPD 2% 100mL YPD 2% 200mL YPD 2%
L , )

N D !. ,/

j 30°C/200 rpm/24h 30°C/200 rpm/24h
12L caldo de cana estéril (5°Brix) 500mL YPD 2% 350mL YPD 2%
+ extrato de levedura 1% +
peptona 2%

Figura 6 - Esquema de reativagdo de 100 pL de células da levedura LBCM 678, estocada a -80°C, e
submetida a multiplicagio seriada em meio YPD 2%, por 24 h, a 30°C e sob agitagio de 200rpm. A
medida que o volume de células aumentava, transferéncias eram feitas para Erlenmeyers com maior
capacidade (até 2L). Posteriormente, a multiplicagdo passou a ser efetuada em baldes de laboratério com
capacidade de 20L, obtendo um volume de células de 4L.

4.6 FermentacGes em escala piloto

4.6.1 Colheita da cana e preparo do caldo

A cana-de-acucar foi colhida diariamente, numa quantidade que atendesse a um
volume de caldo para abastecimento das dornas de fermentagdo dos experimentos
conduzidos. Em seguida, a cana colhida foi transportada para o Laboratério de
Microbiologia do Instituto Federal do Norte de Minas Gerais (IFNMG — Salinas), onde
passou por uma selecdo, retirada de restos de bainha, folhas, gemas, desponte das
extremidades, lavagem e estoque em um suporte para escorrimento da dgua excedente.
O caldo de cana foi extraido em moendas de aco inox previamente lavadas e

desinfetadas, sendo filtrado para retirada de bagacilhos e outras impurezas.
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4.6.2 Tratamento térmico do caldo de cana

O caldo de cana foi diluido, com &gua destilada, para 15 £ 1 °Brix, sendo um
volume de 10L autoclavado, a 121°C, por 15 minutos e outro volume equivalente

submetido a pasteurizacgdo rapida a 65°C por 30 minutos e resfriado logo em seguida.

4.6.3 Caldo de cana in natura enriquecido com suplementos nutricionais

Para este ensaio, o caldo de cana foi submetido as mesmas diluigdes anteriores.
No momento do preparo do pé-de-cuba, uma dorna ndo suplementada funcionou como
controle e em outras 3 dornas distintas foram adicionados fuba de milho numa
concentracdo de 2% (m/v), farelo de arroz numa concentracdo de 1% (m/v) e uma
mistura dos dois cereais nas mesmas concentragdes descritas anteriormente
(DOMINGUEZ,1997).

4.6.4 Caldo proveniente de canas submetidas a adubacdes nitrogenadas e capina

quimica ou manual

Para este experimento, as canas foram colhidas separadamente, o caldo foi

extraido e diluido nas mesmas condicdes ja citadas.

4.6.5 Fermentacodes

Apo6s a multiplicacdo da levedura LBCM 678 (Figura 4), inoculou-se 2L de
massa celular em cada dorna de ago inox com capacidade de 40L, para realizacdo do
processo fermentativo (Figura 7). O sistema de fermentacdo usado foi o de batelada
alimentada, realizado da seguinte forma: apds a formacdo do pé-de-cuba (volume de
10L), foi iniciado o abastecimento de cada dorna com um volume de caldo de 10L,
numa concentracdo de 15 + 1 °Brix, sendo anotado o tempo de abastecimento. Apds 30
minutos, foi medido o valor do °Brix e quando este atingia o valor de 3 °Brix, retirava-
se uma amostra do mosto para determinar a acidez total e refazia-se um novo
reabastecimento com mais 10L de caldo, repetindo-se este procedimento até totalizar
um volume de 40L de caldo por dorna. No ultimo abastecimento, anotava-se também o

tempo decorrido para o mosto atingir um valor de 3 °Brix. A variacdo do °Brix foi
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monitorada durante todo o processo e feita sua leitura diretamente com um

sacarimetro de °Brix. A fermentacdo foi concluida quando o teor de °Brix atingiu um
valor préximo de zero. Em seguida, as leveduras foram decantadas no fundo de cada
dorna. Encerrado o ciclo fermentativo, uma amostra de 150mL do vinho foi retirada
para determinacdo do teor alcodlico e acidez total do vinho, sendo que 30L de vinho foi
enviado ao alambique de cobre para destilagdo. Os 10L de células remanescentes no
fundo da dorna (pe-de-cuba) foram usados para iniciar a fermentacdo de uma nova
batelada, repetindo-se todo o processo. Cada fermentacdo durava aproximadamente 24
horas, sendo a temperatura no interior da dorna mantida em torno de 30°C. As dornas
foram cobertas com pano para evitar a entrada de insetos e sujidades no mosto em

fermentacao.

Fermentacéo e destilacdo

10 ciclos

2L de células fermentativos
_—

Fermentacao
(caldo de cana “in natura” — 15°Brix)

LBCM 678 multiplicada

Destilagao

! !

Avaliacdo de parametros fermentativos Andlise de
o compostos
Brix aromatizantes
Acidez Alcodbis Superiores
Grau Alcodlico Esteres

Figura 7 - Esquema do sistema de fermentacdo em batelada alimentada e destilacdo. Dez ciclos
fermentativos foram efetuados com duracdo de 24 horas cada. Durante o processo fermentativo foram
avaliados os pardmetros fermentativos °Brix, acidez total do mosto e grau alcodlico do vinho; nas
cachacas destiladas foram analisados os compostos aromatizantes alcoois superiores e ésteres.

4.6.6 Destilacéo

A destilacdo consiste em ferver o vinho resultante da fermentacdo do mosto,

produzindo vapores que sdo condensados por resfriamento, resultando na formagéo de
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grande quantidade de etanol (SORATTO et al., 2007). Para Yokoya (1995), citado
por Bosqueiro (2010), o processo de destilagdo é importante para separar 0s compostos
volateis, representados por agua, etanol, metanol, alcoois superiores, acido acético,
ésteres, aldeidos, gas carbonico, etc., dos componentes fixos ou ndo volateis, que sdo
solidos do mosto, células de levedura, minerais, acidos organicos e inorganicos.

Os vinhos dos trabalhos aqui mencionados foram destilados em alambiques
simples de cobre, com caldeira de 50L de capacidade total e sistema de aquecimento a
gas com temperatura de destilacdo de 92°C.

Neste sistema de destilacdo em alambique simples de cobre, os compostos séo
separados com base na sua volatilidade. Os compostos mais volateis, tais como o
metanol e acetaldeido, sdo destilados primeiro na fragcdo “cabeca” e os menos volateis,
como os alcoois superiores, sao destilados mais tarde na fragao “coracao” e “cauda”. A
parte desejavel da cachaga destilada ¢ a fragdo intermediaria “coragdo”, com cerca de
80-85% do total do destilado em volume, que € rico em etanol e contém quantidades
inferiores dos compostos secundarios, proporcionando sabor e aroma (SILVA et al.,
2009). As cachacas provenientes das destilacbes foram separadas nas seguintes fraces
do volume total: “cabe¢a”- 5%; “coracdo”- 80% e “cauda” 15% (DATO et al. 2005;
ALCARDE et al.,2009). As cachagas foram armazenadas em garrafas transparentes de
vidro, com capacidade de 700mL e tampas rosqueadas, livres de qualquer contaminacgéo

e ambientadas com a prépria amostra a ser estocada.

4.7 Andlises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas do mosto e das cachagas foram realizadas no
Laboratdrio de Microbiologia do IFNMG - Salinas e no Laboratorio de Caracterizagdo
Molecular do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas da
Universidade Federal de Ouro Preto.

4.7.1 Analises fisico-quimicas do mosto e do vinho

4.7.1.1 Consumo de solidos soltveis

O teor de sacarose nos caldos de cana-de-agucar, assim como a sua reducéo nas
fermentagdes, foram determinadas utilizando um sacarimetro densimétrico de °Brix
(escala de 0-30 °Brix).
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4.7.1.2 Acidez total do mosto e do vinho

A acidez total foi determinada através do método titulométrico. Transferiu-se 5
mL do mosto ou vinho para um Erlenmeyer contendo 80 mL de agua destilada, obtendo
assim uma solucdo a temperatura de 20 °C. Titulou-se as amostras com uma solucéo de
NaOH 0,1N, de fator de padronizacdo conhecido, e fenolftaleina 1% como indicador. O
resultado foi expresso em gramas de acido acético por 100 mL de alcool anidro (ABNT,
1997a).

4.7.1.3 Teor alcodlico do vinho

O teor alcoolico foi determinado por ebuliometria, com o resultado expresso em
mL de etanol por 100mL de vinho (ABNT,1997b).

4.7.2 Analises fisico-quimicas das cachacas
4.7.2.1 Acidez total

A acidez total das cachacas foi determinada por titulometria, com uma solugéo
padronizada de NaOH 0,1N e fenolftaleina 1% como indicador, utilizando um titulador
digital. As amostras encontravam-se a uma temperatura de 20°C; foram realizadas em
triplicata e os valores expressos em gramas de &cido acético por 100mL de &lcool

anidro.

4.7.2.2 Acidez volatil

Os éacidos volateis foram separados das amostras de cachaca através de arraste
de vapor por aparelho eletronico de destilagdo Gilbertine. Em seguida, os &cidos
volateis a uma temperatura de 20°C foram titulados com uma solucéo padronizada de
NaOH 0,1N e fenolftaleina 1% como indicador, utilizando um titulador digital. As
amostras foram realizadas em triplicata e os valores expressos em gramas de acido

acetico por 100mL de alcool anidro.
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4.7.2.3 Grau alcodlico aparente

A graduacdo alcoolica foi determinada em um densimetro digital portatil DMA
35 ANTON PAAR. As amostras encontravam-se a uma temperatura de 20°C. As

analises foram feitas em triplicata e os resultados expressos em %, v/v.

4.7.2.4 Grau alcodlico real

As amostras de cachaga foram redestiladas através de arraste de vapor por
aparelho eletrénico de destilagdo Gilbertine. A graduacdo alcodlica dos compostos
obtidos da redestilacdo foi determinada em um densimetro digital portatil DMA 35
ANTON PAAR. As amostras encontravam-se a uma temperatura de 20 °C. As analises

foram feitas em triplicata e os resultados expressos em %, v/v.

4.8 Analises cromatograficas

4.8.1 Cromatografia gasosa com detector de ionizacao por chama (GC-FID)
4.8.1.1 Preparo das solucdes e confecgdo da curva analitica

Para o preparo da solucdo intermediaria (SI), a massa de cada padrdo analitico
foi pesada em baldo de 100mL com cerca de 50mL de solugdo hidroalcodlica (40%,v/v)
e, em seguida, o volume foi completado com solucéo hidroalcoodlica (40%, v/v). Foram
utilizados os padrdes de acetato de etila, acetaldeido, metanol, n-propanol, isobutanol,
alcool isoamilico e 1-butanol.

Para o preparo da solugdo de padrdo interno (SPI) 2,5%, v/v, 25,0 uL de 1-
pentanol foi adicionado em 975uL de solugdo hidroalcoolica (40%, v/v). Para a
quantificagcdo das amostras a curva analitica foi construida com solugdes padrdo em
cinco faixas de concentragdo adicionando 20 pL de solugdo de padrdo interno (PI) a
uma concentracdo final de 0,5%, v/v. Todos os padrdes utilizados foram da marca
Sigma-Aldrich.
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4.8.1.2 Preparo das amostras de cachaga

Para injecdo das amostras de cachaca foi preparada uma solucdo A contendo
25uL de N-Pentanol e 975uL de uma solucao hidroalcodlica 40%,v/v. Posteriormente
20pL da solugcdo A foi adicionada a 975uL de amostra de cachaga e em seguida
injetadas no CG-FID.

4.8.1.3 Condigdes Instrumentais

As amostras de cachagas foram submetidas a identificacdo e quantificacdo dos
compostos volateis acetato de etila e alcoois superiores (n-propanol, iso-butanol e alcool
isoamilico), por cromatografia gasosa.

As anélises foram realizadas no Laboratério de Caracterizacdo Molecular do
Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas e Biol6gicas da Universidade
Federal de Ouro Preto. O cromatégrafo utilizado foi um Varian CP-3380, com injecao
manual, equipado com uma coluna capilar de silica com polietilenoglicol com fase
estacionaria marca DB — WAX, da Agilent J & W, com as seguintes dimensdes: 30m de
comprimento, 0,25mm de didmetro interno e 0,5um de espessura de filme e um detector
de ionizacdo de chama FID (Flame ionization detection).

O H, foi usado como gas de arraste, com vazdo de 90mL. min™, além do ar
sintético e 0 N, como gas make up, sendo que todos apresentavam pureza de 99,999%.
As temperaturas do injetor e detector foram programadas para 225 e 280°C,
respectivamente (CARUSO et al. 2008; SILVA et al., 2009; SOUZA et al., 2009).

As condigdes cromatograficas foram as seguintes: temperatura inicial de 50°C
por 6 min; em seguida elevada a 100°C em 3 min (gradiente de 16,7°C por min.),
permanecendo nesta temperatura por 6 min e em seguida elevado a 240°C em 3 min
(gradiente de 20°C por minuto), permanecendo nesta temperatura por 7 min e 40 seg,
com um tempo total da corrida de 23 min. A razdo de split usada foi de 1:60. A
quantificacdo foi feita por padronizacdo interna, utilizando 1-pentanol e o volume de
injecdo das amostras preparadas de IuL. A aquisi¢do dos dados foram identificados

através do software Star Chromatography Workstation, System Control Version 5.52.
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4.8.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas(GC-MS)
4.8.2.1 Preparo da solucéo estoque

Para o preparo da solucéo estoque (SE), a massa de cada padrdo foi pesada em
baldo de 100mL com cerca de 50mL de solucdo hidroalcodlica (40%, v/v) e, em
seguida, o volume foi completado com solucdo hidroalcodlica (40%,v/v). Foram
utilizados os padrbes de hexanoato de etila, octanoato de etila, lactato de etila,

carbamato de etila e 2-metoxi-4-vinilfenol.

4.8.2.2 Preparo das amostras

A metodologia utilizada foi a extracdo liquido-liquido (LLE), a qual foi
conduzida adicionando-se 0,59 de NaCl (Synth P.A.-A.C.S.), 1,0mL de PI (Antraceno
Deuterado), 1,0mL de diclorometano (grau HPLC, J.T. Baker) e 8,0mL de amostra a um
frasco de vidro de 40mL com tampa rosqueada e septo de silicone faceado com teflon.
O frasco contendo a respectiva solucdo foi agitado por vortex (Velp Scientifica, 2000
rpm), durante dez minutos, seguido de repouso, a fim de promover a separacdo entre as
duas fases.

Decorrido o tempo de separacdo entre as duas fases e com o uso de uma pipeta
automatica, retirou-se 1mL da fase diclorometano e a transferiu para um vial de 1,5mL

apto para injecdo no cromatografo.

4.8.2.3 Condigdes cromatogréficas

As andlises cromatograficas dos compostos volateis  (octanoato,
hexanoato,lactato e carbamato de etila) foram realizadas em um GC-MS modelo
QP2010 Plus (Shimadzu, Quioto, Japdo), equipado com fonte de ionizacdo por elétrons
(70 eV) e analizador de massas tipo quadrupolo. Foi utilizada uma coluna DB-Wax
polietilenoglicol, 60m x 0,25mm x 0,25um (Agilent J&W Scientific, U.S.A.), com a
seguinte programacéo da rampa de temperatura do forno: temperatura inicial de 50°C e
rampa de aquecimento de 5°C/min até 220°C e isotérmico a 240°C por 5min.O volume
injetado foi de 1,0pL, no modo splitless. A velocidade linear do fluxo do gés de arraste
(hélio) foi de 3,08mL/min. A temperatura do injetor foi de 240°C, da linha de

transferéncia (interface) foi de 240°C e da fonte de ionizacdo de 200°C. O
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espectrofometro de massas (MS) operou no modo Fullscan (varredura), adquirindo
ions de 40m/z a 400m/z, e SIM com monitoramento do ion 188m/z. A aquisi¢do dos
cromatogramas e espectros de massas se deram através do software GCMS Solution,
v.2.50 SU3 (Shimadzu Corporation, Quioto, Japao).

4.8.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e detecgdo por
espectrofotometria UV-vis com arranjo de diodos (DAD)

4.8.3.1 Preparo das amostras de caldo de cana

Uma amostra de caldo de cana-de-acucar foi diluida com &gua ultrapura de
forma a obter-se 15,0 £1,0°Brix, e dividido em 3 por¢des de 50mL e submetido aos
seguintes tratamentos: autoclavagem a 121°C por um tempo de 15 minutos,
pasteurizacdo rapida a 65°C por 30 minutos e ambas resfriadas logo em seguida; a
terceira porgdo mantida em condigdes in natura.

As amostras foram vertidas em microtubos e centrifugadas a 200rpm por 10

minutos.

4.8.3.2 Reacdo de derivatizagdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) com os

padrdes 5-hidroximetilfurfural e furfuraldeido

Inicialmente foram preparadas duas solucdes A e B. A primeira solucdo
contendo cerca de 0,49 de 2,4-DNPH, dissolvido em 2,0mL de &cido sulfurico
concentrado, 3,0mL de &gua ultrapura e 10mL de etanol. A solucdo B foi preparada
dissolvendo 0,59 dos padrdes 5-hidroximetilfurfural e furfuraldeido, separados, em
20mL de etanol. As respectivas solugdes foram misturadas e o precipitado formado foi
seco em dessecador por 24 horas. As respectivas 2,4-dinitrofenilidrazonas (2,4-DNPHo0)
obtidas foram utilizadas na preparacdo das solugdes estoque desses padrbes em
acetonitrila com concentracéo de 1000mg.L™

Para determinacdo de 5-hidroximetilfurfural e furfuraldeido nas amostras de
cachaca e caldo de cana foram adicionados 50uL de acido formico e 1,0mL de solucgéo
de 2,4-DNPHo (200mg de 2,4-DNPHo em 100mL de solucdo hidroalcoolica (40%,
v/v)) em 4,0mL de caldo de cana e cachaga, respectivamente. Em seguida, a solucéo
resultante ficou em repouso por duas horas para ocorrer a reacdo de derivatizagcdo. Apds
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este tempo, uma aliquota de 40uL foi transferida para um vial de 1,5mL e levada
para analise no sistema de HPLC-DAD-UV-Vis.

4.8.3.3 Condigdes instrumentais

As analises cromatograficas 5-hidroximetilfurfural e furfuraldeido foram
realizadas por um sistema HPLC-DAD-UV-Vis Shimadzu, equipado com duas bombas
de alta pressdo modelo LC-20AD, um detector de arranjos de diodos (DAD) modelo
SPD-M20A, desgaseificador modelo DGU-20A3, modulo controlador CBM-20? e
autoamostrador SIL-20AC, analisador de massas iontrap (IT) time of fly (TOF).

As separacbes foram realizadas empregando-se uma coluna Kinetex PFP
(pentafluorofenil) 100 com 50mm x 2,10mm x 2,6um (Phenomenex). Os solventes
utilizados com fase moével foram: gua ultrapura (A) e acetonitrila e metanol (B) (55:45
v/v). O gradiente de eluicdo empregado foi: 40%B por 13 minutos, aumentando
linearmente para 75% B em 7 minutos, passando para 100% B em 5 minutos, mantendo
assim por 3 minutos e, retornando a 40%B em 2 minutos com estabilizacdo por 5
minutos, totalizando 35 minutos de anélise.

A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa e para deteccdo dos
analitos utilizou-se comprimento de onda iguala 350nm, fluxo de 0,2mL min™ e volume
de injecdo de 10pL. As condi¢cbes do espectrometro de massas foram: temperatura da
interface CDL (curved dissolvation line) de 200°C, volume do gas de nebulizagdo (N,)
de 1,5L min™ , voltagem do detector 1,7 KV, tempo de aquisicdo de fons de 10ms e
faixa de monitoramento da relagdo massa/carga de 80 a 500Da (Dalton).

A aquisicdo dos cromatogramas e espectos de massa foi obtida através do
software LCMS Real Time Analysis, v.2.50 SU3 e os dados avaliados utilizando

software LCMS solutions (Shimadzu Corporation, Quioto, Japao).

4.9 Analises estatisticas

Os dados referentes aos parametros fermentativos e as analises fisico-quimicas
foram analisados em triplicata e apresentados os dados meédios * desvio padrdo. Na
realizacdo das andlises utilizou-se o programa estatistico GraphPad PRISM Version
5.00 Statstics, aplicando a ANOVA e o teste Tukey de comparagdes multiplas entre os

tratamentos com dados paramétricos. A aplicacdo de ANOVA e do teste de Krusk-
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Wallis foi feita para os dados que apresentaram distribuicdo ndo-paramétrica. As
unidades dos dados analisados estdo em conformidade com a Instrucdo Normativa N°13
(BRASIL, 2005) e um valor de P<0,05 -considerado significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo do mosto fermentativo e da composicdo quimica das cachacas
provenientes de caldo de cana-de-acUcar de plantas submetidas a adubacOes
nitrogenadas com sulfato de aménio ou uréia e capina quimica com Velpar K

(diuron + hexazinone) ou manual.

Todas as fermentacdes de caldo de cana provenientes de plantas submetidas as
préticas de cultivo utilizando adubacgdes nitrogenadas com sulfato de aménio ou uréia e
a capina quimica com diuron + hexazinone (Velpar K) ndo afetaram o consumo de
solidos soluveis totais (°Brix) e o grau alcodlico do vinho (% v/v) de caldos extraidos de
cana planta (primeiro corte) e de cana soca (segundo corte). Quanto a avaliacdo da
acidez do mosto, 0 uso da uréia associado com a capina quimica culminou-se com uma

elevacdo da acidez representado na Figura 8.
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Figura 8- Consumo de sélidos sollveis totais (°Brix), acidez volatil do mosto e grau alcodlico do vinho
em dornas contendo mosto fermentativo de caldo de cana-de-agUcar, variedade RB765418, submetidas a
diferentes préaticas de cultivo.Abreviacdes: CM:capina manual; SA + CQ: sulfato de aménio + capina
quimica; U +CQ: uréia + capina quimica; U + CM: uréia + capina manual; SA +CM: sulfato de aménio +
capina manual; CQ: capina quimica.
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Os resultados das analises fisico-quimicas das cachagas destiladas das
fermentagdes de caldo de cana extraido de plantas manejadas com diferentes préaticas de

cultivo estdo representados na Figura 9.
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Figura 9 - Valores médios da acidez volatil das cachagas (A), do éster acetato de etila (B), dos alcoois n-
propanol (C), isobutanol (D), isoamilico (E) e alcoois superiores (F) em cachacas provenientes de mosto
fermentativo de caldo de cana-de-acUcar de plantas variedade RB765418 submetidas a diferentes préaticas
de cultivo. Abreviages: CM:capina manual; SA + CQ: sulfato de amdnio + capina quimica; U +CQ:
uréia + capina quimica; U + CM: uréia + capina manual; SA +CM: sulfato de amdnio + capina manual;
CQ: capina quimica.
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As praticas de cultivo ndo afetaram a acidez volatil das cachacas, apresentando
concentraces minimas e méximas de 4cido acético de 24,04 e 26,97 mg.100mL *alcool
anidro.Os valores de acidez volatil quantificado neste trabalho corresponde a menos de
20% dos valores aceitos pela legislacdo (150mg.100mL “de alcool anidro).A acidez em
niveis elevados é considerada prejudicial ao aroma e sabor da cachaca (LIMA e
NOBREGA, 2004; SERRA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006).

Com relacdo ao éster acetato de etila, as praticas de cultivo, também néo
afetaram a sua formacéo, estando os valores entre 27,78 a 41,81 mg.100mL *de 4lcool
anidro.

Quanto aos compostos que compde os alcoois superiores, verifica-se que todas
as cachacas proveniente de fermentacdo de caldo de cana cujas plantas receberam
capina quimica apresentaram maior producao do alcool n-propanol. Ndo houve efeito
das préticas de cultivo quanto a formacdo do alcool isobutilico; enquanto o uso do
sulfato de aménio associado a capina quimica reduziu a producdo do alcool isoamilico.
Considerando o somatorio destes compostos 0 uso das préaticas de cultivo ndo interferiu
na sua formacdo. Segundo SCHMDT et al. (2009) o n-propanol ndo é produzido
durante a fermentacdo pelas leveduras, mas pode ocorrer devido as fermentacdes
secundarias pela acdo de bactérias contaminantes, o que pode explicar a maior producao
deste composto neste trabalho, considerando que o herbicida hexazinone pode ser
absorvido através das raizes e folhas da planta de cana -de —acucar (WANG et al., 2005)
e pode ter afetado a atividade enzimaética da catalase e superoxido dismutase, como
também induzir modificagcdes oxidativas das proteinas (BRACONI et al., 2008).

A formacdo do éster acetato de etila em niveis mais baixos pode esta associado a
temperaturas acima de 30 °C no decorrer das fermentacdes, pois segundo Saerens et al.
(2007) a producdo deste composto aumenta proporcionalmente com a elevagdo da
temperatura entre 14 e 26°C. O contetdo de N assimilavel no mosto é outro fator que
limita a producdo de acetato de etila e embora tenham sido efetuadas adubacgdes
nitrogenadas das plantas, niveis médios deste fertilizante proporcionaram uma maior
formacdo deste composto, reduzindo em mosto sem suplementacdo ou com niveis
elevados (VIDAL et al., 2013). Os alcoois superiores embora tenham apresentado
valores proximos ao limite maximo aceito pela legislacdo, as adubacdes nitrogenadas
parece ndo ter contribuido para esta elevacdo, pois segundo Vital et al. (2013) a
suplementacdo do mosto com sulfato de amonio reduziu principalmente a producdo do

alcool isoamilico. Os ésteres, aldeidos e &lcoois superiores sdo 0s principais
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responsaveis pelas caracteristicas sensoriais agradaveis da cachaca (BRANDAO et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2006). E ainda segundo Brand&o et al.(2006) a concentragéo de
compostos secundarios no produto final depende dos processos de fermentacdo e
destilacdo. No processo fermentativo, a contaminacdo por leveduras presentes no
ambiente, maior tempo de fermentacdo que o0 necessario e presenca de residuos de
bagaco sdo causas de formacdo destes compostos organicos volateis em quantidades
excessivas. Na etapa de destilacdo, a separacao adequada das fragdes “cabega” e

“cauda” também influenciara na concentragdo destes compostos.

5.2 Avaliacdo do mosto fermentativo e da composicdo quimica das cachacas
provenientes de caldo de cana-de-acucar enriquecido com o0s suplementos

nutricionais fuba de milho e farelo de arroz.

Comparando-se os valores de consumo de solidos sollveis totais (°Brix), acidez
do mosto e grau alcodlico do vinho observa-se que o uso dos cereais fuba de milho e do
farelo de arroz em mistura ou separados ndo interferiram na cinética fermentativa do

mosto durante o processo fermentativo (Figura 10).
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Figura 10 - Consumo de sélidos soluveis totais (°Brix), acidez do mosto e grau alcodlico do vinho em
dornas contendo mosto fermentativo de caldo de cana-de-agucar, variedade RB765418, enriquecido com
0s seguintes suplementos nutricionais (cereais): TO-Auséncia dos suplementos nutricionais no
mosto(controle); TA - Mosto enriquecido com farelo de arroz; TMA- mosto enriquecido com a mistura de
farelo de arroz e fubéa de milho; TM- Mosto enriquecido somente com fuba de milho.

Apesar destes cereais ndo terem influenciados nos parametros fermentativos,
Dominguez et al. (1997) obtiveram resultados diferentes onde o farelo de arroz manteve
a acidez total do vinho estavel ao longo de 7 bateladas e uma maior producéo de etanol
no vinho enriquecido com fuba de milho, enquanto o fuba de milho proporcionou um
aumento progressivo da acidez total a partir da terceira batelada. Ja Cleto e Mutton
(1997) encontraram resultados onde a utilizacdo do fermento tratado com 4&cido
sulfurico e enriquecido com fuba de milho ndo alteraram a acidez do vinho e o pH.
Apesar dos trabalhos serem conduzidos em escala laboratorial, os resultados
encontrados por Dominguez et al. (1997) com o uso do farelo de arroz e Cleton e
Mutton (1997) com fuba de milho corroboram com os resultados encontrados, sendo
este trabalho conduzido em escala piloto.
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Para as cachacas destiladas das dornas com pé-de-cuba enriquecido com 0s
cereais farelo de arroz, fuba de milho e as suas respectivas misturas ndo interferiram na
acidez volatil, na formacao do éster acetato de etila e dos alcoois superiores n-propanol,

isobutanol e isoamilico (Figura 11).
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Figura 11 - Valores médios da acidez volatil das cachacgas (A), do éster acetato de etila (B), dos alcoois
n-propanol (C), isobutanol (D), isoamilico (E) e alcoois superiores (F) em cachagas proveniente de mosto
fermentativo de caldo de cana-de-aglcar, variedade RB765418, enriquecido com 0s seguintes
suplementos nutricionais (cereais): TO - Auséncia dos suplementos nutricionais no mosto (controle); TA -
Mosto enriquecido com farelo de arroz; TMA- mosto enriquecido com a mistura de farelo de arroz e fuba
de milho; TM- Mosto enriquecido somente com fuba de milho.
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A acidez volatil das cachagas de todos os tratamentos apresentaram valores
baixos, proximos de 32,00mg. 100mL "4lcool anidro. A presenca de valores elevados de
acidez em cachacas pode estar relacionada com varios fatores do processo de
fabricacdo, tais como condicBes de higiene do ambiente e equipamentos, manejo do
mosto e do vinho, tipo de linhagem de levedura utilizada, controle do tempo, da
temperatura e da aeracdo durante o processo fermentativo e critério de corte das fracoes
cabeca e cauda, que sdo praticas caracteristicas de cada produtor (BOZA e HORII,
2000; CARDQOSO, 2006; SCHMID et al., 2009), e também o tempo de processamento
apos a colheita juntamente com a selecdo e higienizacdo das canas a serem extraidas o
caldo. Os cuidados tomados durante as fermentagOes e destilagdes confirmam a
importancia destes fatores e a utilizacdo de uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae
selecionada corrobora com Noébrega (1994) que afirma que 0s processos naturais de
fermentacdo alcoodlica propiciam maiores valores de acidez volatil em comparagcdo com
processos fermentativos induzidos por culturas homogéneas de leveduras.

Em relacdo a producdo do éster acetato de etila, a utilizacdo do farelo de arroz
por Dominguez et al. (1997), o teor deste éster foi significativamente inferior ao longo
das sete bateladas; enquanto Cleto e Muton (1997) s6 obtiveram maiores teores de éster
quando utilizaram fuba de milho no mosto cujo pé-de-cuba receberam &cido em faixas
de pH 2,5-3,0 e 3,0-3,5.Acredita-se que a maior concentracio de ions H* nos meios
mais acidos, implicou em uma maior absorcdo desses ions pelas leveduras, influindo nas
reacOes internas de esterificagdo. Os resultados sem o tratamento acido corroboram com
os resultados encontrados no trabalho (Figura 11). Quanto aos efeitos dos cereais na
producdo de alcoois superiores, os resultados obtidos por Domingues et al. (1997)
obtiveram niveis estaveis de alcoois superiores no mosto contendo farelo de arroz ; no
entanto Cleto e Mutton (1997) verificaram uma menor producdo de n-propanol em
mosto adicionado fuba de milho. Segundo Berry (1988b) e Styger et al. (2011) os
alcoois superiores podem ser produzidos durante a fermentacdo como resultado da
descarboxilacao e reducdo dos aminoacidos presentes no mosto pela via Ehrlich ou pela
relacdo entre a biossintese de aminodcidos, seu catabolismo e formacgdo dos alcoois
superiores, sendo 0 amino&cido valina precursor do alcool isobutanol, leucina do alcool
isoamilico e o precursor do alcool n-propanol desconhecido. Baseado na importancia
destes aminoéacidos, parece que tanto o0 milho como o arroz nao sdo cereais ricos nestes
aminoacidos a nivel de alterar a formacdo destes alcoois. Cleto e Mutton (1997)

obtiveram uma maior formacdo dos alcoois isobutanol e isoamilico e justificou o
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acréscimo de 0,56% do aminodcido valina, responsavel pela formacdo do &lcool
isobutanol e 0,83% de leucina, responsavel pelo alcool isoamilico, ambos presentes no
milho canjica. Estes resultados vdo de encontro aos resultados do trabalho executado,
sendo as condicBes de fermentacdo ndo controladas e o volume de mosto 1333% maior.
Trabalho mais recente Chen e Xu (2010) afirma que a composic¢ao quimica e aromaética
do vinho de arroz depende da estirpe de levedura utilizada na fermentacdo e ndo do tipo
de arroz e Branddo et al., (2006) afirmam que a concentracdo de compostos secundarios

em cachaca depende do processo de fermentacéo e destilacéo.

5.3 Avaliacdo do mosto fermentativo e da composicdo quimica das cachacas

provenientes de caldo de cana-de-agUcar submetidas ao tratamento térmico.

O mosto de caldo de cana natural apresentou um maior consumo de sélidos
solGveis totais (°Brix) em relacdo aos valores do mosto de caldo de cana pasteurizado ou
esterilizado, sendo realizados no mosto de caldo de cana natural 10 ciclos fermentativos
e somente 8 nos mostos de caldos submetidos ao tratamento térmico. A dorna
abastecida com caldo pasteurizado teve um aumento de acidez no seu mosto enquanto
no mosto autoclavado a acidez manteve-se igual ao mosto do caldo natural. Com
relacdo ao teor alcodlico do vinho os mostos provenientes de caldos, independente do
tipo de tratamento térmico, apresentaram uma reducdo no grau alcoélico do vinho em

relacdo ao mosto do caldo natural (Figura 12).
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Figura 12 - Consumo de sélidos soltveis totais (°Brix), acidez do mosto e grau alcodlico do vinho em
dornas contendo mosto fermentativo de caldo de cana-de-acucar, variedade RB765418, submetidos a
diferentes tratamentos térmicos: CN- Caldo natural; CP- Caldo pasteurizado; e CA- Caldo autoclavado.

O menor grau alcodlico formado pela fermentacdo dos mostos provenientes dos
caldos de cana submetidos a pasteurizacdo e a autoclavagem neste trabalho corrobora
com estudos de Sanchez e Bautista (1988) afirmando que o tratamento térmico do caldo
leva a uma desidratagéo da sacarose e neste caso o composto 5-hidroximetilfurfural (5-
HMF) é o principal composto formado pela hexose e vindo a constituir um inibidor da
producdo de etanol pela Saccharomyces cerevisiae.

Ceballos-Schiavone (2009) aplicando os métodos de clarificacdo do caldo de
cana através da ebulicdo mantida por 5 minutos e esterilizacdo em autoclave por sob
121 °C por 15 min (presséo de latm) e clarificagdo por adi¢do de fosfato monohidratado
de sodio, seguido pela esterilizagdo em autoclave, em temperatura de 121 °C, por 15

min, apresentaram resultados semelhantes com a contagem de 7 diferentes espécies de
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Lactobacillus atingindo valor zero no tempo méximo de 4 minutos. O tratamento
térmico por esterilizagdo em autoclave procedeu-se da mesma forma executada deste
trabalho, levando a cré que houve também uma eliminacdo total desta bactéria
considerada um dos principais micro-organismos contaminantes do mosto de caldo de
cana tanto para a producdo de &lcool combustivel ou cachaga. Pouco se encontra na
literatura sobre a morte térmica de micro-organismos em caldo de cana para fins
fermentativos. Pela figura 12 observa-se que o tratamento térmico independente do
método afetou o desempenho fermentativo do mosto. Isto corrobora com Nolasco
(2005) que verificou que bactérias do género Sporolactobacillus e Bacillus apresentam
baixa resisténcia térmica. E que o processo de decantacdo assegura total eliminagdo dos
lactobacilos contaminantes da fermentacdo alcoolica, de forma que elas aparecem
posteriormente na fermentacdo é por contaminacao.

A Figura 13 mostra que os tratamentos térmicos aplicados ao mosto ndo
afetaram a acidez voléatil e a producdo dos compostos secundarios acetato de etila,
alcool n-propanol e isobutanol. O uso do tratamento térmico reduziu a producdo do
alcool isoamilico em suas respectivas modalidades de tratamento, sendo as diferencas

ndo significativas nos valores totais que compde os alcoois superiores.
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Figura 13 - Valores médios da acidez volatil das cachacgas (A), do éster acetato de etila (B), dos alcoois
n-propanol (C), isobutanol (D), isoamilico (E) e alcoois superiores (F) em cachagas proveniente de mosto
fermentativo de caldo de cana-de-aglcar, variedade RB765418, submetidos a diferentes tratamentos
térmicos: CN- Caldo natural; CP- Caldo pasteurizado; e CA- Caldo autoclavado
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5.4 Esteres presentes nas amostras de cachaca produzidas pela fermentagdo de
caldo de cana provenientes de plantas submetidas a diferentes préaticas de cultivo;
caldo enriquecido com suplementos nutricionais e caldos submetidos a diferentes

tratamentos térmicos

Os resultados dos ésteres lactato, octanoato e carbamato de etila produzidos
pelas fermentacdes dos diferentes caldos apresentaram valores abaixo do limite de
deteccdo (LD).

Como fonte de nitrogénio para as leveduras, a uréia, no passado, era adicionada
a dorna de fermentacdo, o qual reagia com etanol produzindo o carbamato de etila
(LABLANCA, 2004). Neste trabalho a ureia foi aplicada no solo em forma de
fertilizante, o qual sofreu hidrdlise produzindo o ion amdnio (NH4") através da enzima
uréase. O fon amdnio (NH4") neste momento passou a ser igual para qualquer
fertilizante nitrogenado que viesse a ser aplicado na cultura da cana e que ao ser
incorporado em aminodcidos pelas enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato
sintase (GOGAT), formara glutamina (GLN), glutamato(GLU) e outros aminoéacidos e
seus metabdlitos (CRAWFORD, 1995; XU et al., 2012).Embora ndo detectada nas
amostras de cachaga, a uréia € um metabolito natural na rota dos aminoacidos como no
da arginina e do acido nucléico, estando presente na maioria dos processos
fermentativos.Sendo assim, ha possibilidade da formacdo deste éster em toda
fermentacdo alcodlica (BATAGLIA et al., 1990; NAGATTO et al., 2003). A formagéo
do carbamato de etila em mostos destinados a producdo de cachaga, provavelmente
segue a mesma de producdo no vinho, ou seja, vem da degradagdo da arginina via
atividade catabdlica da arginase. No entanto esta contribuicdo para a quantidade final
ndo é significativa, porque o carbamato de etila tem um ponto de ebulicdo de 185°C
(ARESTA et al., 2001) e a cachaca é produzida em uma temperatura de destilacdo de
mais ou menos 92°C.

O éster lactato de etila apresentou valores abaixo do nivel de deteccdo em todas
as amostras. Segundo Nascimento (2007), a presenca do lactato de etila esté relacionada
a contaminacdo do mosto por bactérias (Lactobacillus sp) responsaveis pela
fermentacdo lactica que produzirdo o &cido lactico, esterificado pelas leveduras. Os
cuidados em que foram submetidos a cana-de-agucar, a 4gua e ao local de producéo,
juntamente com a utilizagdo de um cepa de levedura selecionada podem ter contribuido

pela ndo constatacdo nas amostras de cachaca.Essa hipotese € reforcada por Carvalho
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(2011), mostrando que a presenca de lactato de etila esté relacionada ao tipo de bactéria
lctica, além da quantidade presente.Além disso, a producdo de lactato de etila pode
estar relacionada a cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada devido a sua interacdo
com as cepas de bactérias lacticas presentes na fermentacdo do caldo de cana-de-aclcar
para producdo de cachaca e/ou a capacidade da levedura em esterificar o acido lactico a
lactato de etila. Santos (2013) também afirma ndo existir correlacdo entre contagem de
bactérias lacticas e producdo de lactato de etila. Nas condicdes de fermentacdo em
escala piloto avaliadas, pode-se constatar que a interacao entre as cepas de leveduras em
estudo e bactérias lacticas presentes na dorna de fermentacdo é determinante para uma
maior ou menor producdo deste éster.

Neste estudo nenhuma das préaticas de cultivo, uso de suplementos nutricionais e
os diferentes métodos de tratamento térmico contribuiram no processo fermentativo na
producdo do éster octanoato de etila, pois 0s seus respectivos valores encontravam-se
abaixo do limite de deteccdo. Os ésteres etilicos de acidos graxos de cadeia média é o
maior e mais importante grupo de compostos responsaveis pelo sabor e afeta a
qualidade das bebidas fermentadas devido ao seu baixo limite de concentracdo desejavel
e ao seu aroma frutado (XU e CHEN, 2010). Apesar da maioria dos ésteres em bebidas
alcodlicas serem definidos como metabdlicos secundéarios produzidos pelas leveduras
durante a fermentacdo; a sua producdo é dependente da cepa de levedura utilizada
durante a fermentacdo e de outras variaveis do ambiente fermentativo.Embora nédo
tenha sido mensurado no trabalho, a diminuicdo nos niveis de ésteres pode esta
relacionado com a fermentacdo ocorrida na presenca de oxigénio e altos niveis de
acidos graxos insaturados no meio fermentativo.O aumento de temperatura na
fermentagdo pode aumentar os niveis de ésteres, exceto para 0 hexanoato de etila
(SAERENS et al., 2008).

5.5 Producéo de 5-hidroximetilfurfural em cachagas e caldo de cana submetido a

diferentes tratamentos térmicos

As amostras de cachaca provenientes dos caldos de cana submetidas a
pasteurizacdo rapida e autoclavagem apresentaram valores do composto 5-
hidroximetilfurfural abaixo do limite de deteccdo. No entanto este mesmo caldo de cana
quando autoclavado e utilizado na fermentacdo, apresentaram o0s seguintes valores em

triplicata; 1,64; 1,66 e 1,66 ppm (mg.Kg™); estando estas concentracdes abaixo do
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limite estabelecido pela legislacdo brasileira em cachaca (5mg.100mL™ de &lcool
anidro), pois em caldo de cana ndo ha normas que estabelece o limite permitido deste
composto carbonilico, como os ja estabelecidos no mel e em outros produtos
alimenticios (BRASIL,2000; SILVA et al., 2008) e no caldo pasteurizado estes valores
encontravam abaixo do limite de detec¢do.Os niveis de 5-hidroximetilfurfural e furfural
abaixo do limite de deteccdo nas amostras de cachacas e niveis baixos somente no caldo
autoclavado se justifica pelos cuidados no momento da colheita da cana, na extracdo do
caldo, nos tratamentos térmicos e na destilacdo, evitando a pratica de queima do
palhico na pré-colheita, a presenca de agucares residuais e de bagacilhos no mosto
fermentativo, pois segundo Viana et al. (2009), as presencas destes compostos estéo
relacionados a falhas no manejo destas fases.Outros fatores, como o envelhecimento da
bebida sob condicdes irregulares,adicdo de caramelos, acUcares invertidos , também
podem contribuir para 0 aumento no teor destes compostos (MARCHINI et al., 2005;
AQUINO et al., 2006; AZEVEDO et al., 2007). Sendo as amostras deste trabalho
recém-destiladas e estocadas em frascos de vidro, os resultados encontrados corroboram
com as conclusdes destes autores. Como a cachaca é envelhecida em dornas de madeira
e engarrafada em recipientes de vidro somente quando esta apta a ser comercializada
e/ou consumida, sabe-se que na composicao quimica da madeira inclui, além de muitas
outras substancias, lignina e polissacarideos como a celulose e a hemicelulose. E na
confeccdo das dornas, a parte interna da madeira é queimada e, em seguida, molhada
para evitar futuras rachaduras e este tratamento resulta na reducéo parcial da celulose a
hidroximetilfurfural (GRANADOS et al., 1995; AZEVEDO et al., 2007).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os estudos retratam que ndo existe relagdo entre o uso de fertilizantes
nitrogenados, a pratica de capina quimica com Velpar K e o consumo de sélidos
sollveis totais (°Brix) e o rendimento alcodlico do vinho pela Saccharomyces
cerevisiae. Nas condicdes de fermentacdo em escala piloto a interacdo entre o
fertilizante nitrogenado uréia e o herbicida Velpar K foi determinante para uma maior
acidez do mosto durante a fermentacéo.

A prética da capina quimica favoreceu a producdo alcool n-propanol, tornando
inibitério na producdo alcool isoamilico quando aplicado em plantas fertilizadas com o
fertilizante sulfato de amonio. Estudos quantificando fraces de N amoniacal, N
protéico, N ndo protéico, N total, N aminico, concentracdo de acUcares redutores,
aminoacidos; bem como possiveis alteracdes fisiologicas das plantas de cana que
possam contribuir para uma maior eficiéncia na formacdo do alcool N-propanol e
reducdo do alcool isoamilico.

A utilizacdo do fuba de milho e do farelo de arroz no preparo do pé-de-cuba néo
interfere na taxa de consumo de solidos sollveis totais (° Brix), rendimento alcodlico
pela Saccharomyces cerevisiae e acidez do mosto no processo fermentativo, bem como
na producdo do éster acetato de etila, acidez volatil e alcodis superiores.

Ficou evidente que o tratamento térmico do caldo de cana trouxe prejuizos para
0 consumo de solidos sollveis totais e rendimento alcodlico pela Saccharomyces
cerevisiae. A pasteurizacdo do caldo de cana possibilitou uma maior acidez do mosto,
tornando-o favoravel ao desenvolvimento de bactérias acidificante. Mais trabalhos
devem ser realizados analisando-se a composic¢éo quimica do caldo pasteurizado, como
concentracdo de agUcares redutores produtos da reacdo de Maillard, aminoacidos,
nitrogénio em suas diversas formas, dentre outros, que possam contribuir para
esclarecer a menor velocidade fermentativa encontrada e o rendimento alcoolico.

A prética do tratamento térmico é determinante para uma menor producdo de
alcool isoamilico, embora ndo tenha sido significativa na soma dos alcodis superiores.

Portanto, foi constatado que as préaticas de cultivo e a adicdo de suplementos
nutricionais utilizados neste trabalho, bem como o tratamento térmico do caldo de cana,
ndo resultaram em beneficios que justifiquem suas aplica¢fes na busca de incrementos e

melhorias sobre a fermentacéo e a composi¢do quimica da cachaga.
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