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RESUMO

Estudos de complementacdo nitrogenada em fermentagdo alcodlica tém
sido conduzidos utilizando adubos nitrogenados como sulfato de amédnia,
superfosfato simples e uréia, e dirigidos para a producéo de alcool. Nas destilarias
artesanais de aguardente a complementagao nitrogenada do mosto pode constituir
uma pratica benéfica na multiplicacdo e no crescimento celular do fermento, e
consequentemente para a melhoria dos indices de eficiéncia, rendimento e
produtividade do processo. Fontes nitrogenadas minerais, bastante empregadas,
mostram resultados muitas vezes controversos. Estudos verificaram que a oferta
de fonte complexa de nitrogénio, como extrato de levedura, influenciou o
rendimento em etanol, massa celular e outros parametros da fermentagéao
alcodlica. O objetivo da primeira etapa deste estudo foi avaliar os tratamentos para
clarificacdo do caldo de cana sobre o teor de nitrogénio protéico, estudar a
influéncia da adicdo de nitrogénio protéico, em fermentacbes em escala de
laboratério, com uma linhagem selecionada de S. cerevisiae, sobre alguns
parametros fermentativos e sobre a formagdo de compostos secundarios, em
escala de laboratério. Verificou-se que a clarificagdo comprometeu a multiplicacao
celular, sem afetar a viabilidade, o que pode afetar o reaproveitamento do
fermento para novas bateladas de fermentacdo. A adicdo de nitrogénio protéico
influiu positivamente na manutengédo da viabilidade celular, podendo assim
propiciar melhor qualidade do fermento reciclado; alterou a formagéo de alcoois
superiores, aumentando a formacao de propanol e reduzindo a de isobutanol e de
alcool isoamilico. O beneficio da adicdo de N protéico também ocorreu na reducao
do tempo de fermentacdo. Portanto, a complementacdo do mosto de caldo de
cana com N protéico que contenha formas assimilaveis € recomendada.
Considerando a importancia da analise sensorial na avaliacdo e pesquisa da
qualidade de aguardentes, o trabalho incluiu um estudo da influéncia da
concentracao alcodlica e da acidez no perfil de percepcao sensorial de aguardente

de cana pelos provadores, detectando igualdades ou diferencas na avaliagao
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sensorial de atributos tipicos de aroma e sabor do produto. Foi utilizada uma
aguardente recém-destilada, que foi submetida a diluicao e acidificacdo com acido
succinico, originando quatro amostras para provas. Concluiu-se que a
concentragao alcodlica e a acidez nao influiram na avaliagdo sensorial dos
atributos tipicos da aguardente. A diluicdo da aguardente ndo contribui para a
maximizagcao da percepcéo de diferencas entre duas amostras, nem tampouco a
variagdo da acidez mascara a expressao sensorial dos atributos devidos aos
componentes secundarios da aguardente representados principalmente por
aldeidos, alcoois superiores, ésteres e acidos organicos. Com base nos resultados
de fermentacdo alcéolica obtidos na etapa de laboratério, foi delineado um
experimento com o objetivo de avaliar a adicao de nitrogénio protéico no caldo de
cana sobre o crescimento da levedura, tempo e caracteristicas da fermentacao, e
qualidade quimica e sensorial da cachaga. Outro aspecto foi avaliar o efeito da
adicdo de N protéico em fermentacbes conduzidas com duas linhagens de
levedura isoladas de destilarias de cachaca artesanal, e a conducdo de
fermentagbes com reciclo da levedura decantada, em escala piloto simulando o
processo artesanal de producdo de cachaca. Verificou-se que a adicdo de
nitrogénio protéico influiu positivamente na manutengdo da viabilidade celular,
podendo assim propiciar melhor qualidade do fermento reciclado. Também se
observou reducao no tempo de fermentacao. A adicdo de nitrogénio protéico ao
mosto para a producado de cachaca nao interferiu na aceitacdo sensorial da
bebida. A analise dos componentes secundarios nao mostrou alteragdo
consistente como resposta a aplicagdo de N protéico. A complementagdo do
mosto de caldo de cana com N protéico em formas assimilaveis pela levedura,
pode ser uma pratica util na otimizacao do processo de fermentacao alcodlica para
producao de cachaca.

Palavras-chave: fermentacao alcodlica; clarificacao do caldo; nitrogénio protéico;
levedura; Saccharomyces; compostos volateis; cachacga; analise sensorial;

aguardente.



SUMMARY

Studies on the addition of nitrogen source in alcoholic fermentation have
been conducted using nitrogen fertilizers as ammonium sulphate, superphosphates
and urea, but applied for alcohol production. In small sugarcane distilleries the
sugarcane juice complementation with nitrogen can constitute a benefical practice
in yeast multiplication and cellular growth, and also for the improvement of
fermentation yield and productivity. Mineral nitrogen sources, many times show
controversial results. Several authors verified that the a nitrogen complex source,
influenced the ethanol yield, yeast biomass and other alcoholic fermentation
parameters. The goal of this work is to evaluate the influence of sugarcane juice
clarification on proteic nitrogen content of juice, and by otherhand the addition of
proteic nitrogen souce - yeast extract on the fermentation parameters and volatile
compounds produced. The sugarcane juice clarification reduced the cellular
multiplication, without affecting the cell viability, and endanger yeast recycling for a
new fermentation. The proteic nitrogen additions enhanced cellular viability and
ensure yeast recycling operation. Higher levels of proteic nitrogen affected the
synthesis of volatile superior alcohols, increasing propilic formation and reducing
isobutilic and isoamilic alcohol. Proteic nitrogen addition also reduced fermentation
time. Considering the sensory analysis importance in the brandies quality
evaluation and research, the work included a study for to investigate the alcoholic
concentration influence and of the acidity in the sugarcane liquor sensory
perception profile by the provers, about the equalities or differences detection in
the product aroma and flavor typical attributes sensory evaluation. It was going
used a sugarcane spirit recently-distillate, which was going submitted at dilution
and acidification with succinic acid, originating four samples for proofs. It concluded
that the alcoholic concentration and the acidity didn't influence the brandy typical
attributes sensory evaluation. The sugar cane spirit dilution doesn't contribute for
greatest of the differences perception between two samples, neither at acidity

variation masked the attributes sensory expression due to the represented



sugarcane liquor secondary components mostly for aldehyde, superior alcohols,
esters and organics acid. Finally, also was study the proteic nitrogen influenced
positively the cell viability, and can ensure yeast recycling operation. It was also
observed a reduction in fermentation time. The proteic nitrogen addition in the juice
didn't affect the sensory acceptance of sugarcane liquor, and also didn't result in
different levels of volatile compounds. Assimilable forms of proteic nitrogen can be

helpfull on the optimization of alcoholic fermentation.

Key words: ethanol fermentation; juice clarification; proteic nitrogen; yeast;
Saccharomyces; cachaca; volatile compounds; sensory analysis, sugarcane liquor.
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1 - INTRODUGAO GERAL

A produgdo de cachaca no Brasil esta buscando uma imagem fortemente
vinculada a qualidade da bebida e investindo no desenvolvimento de um mercado
consumidor mais exigente, de modo a diversificar e desvincular-se parcialmente
de sua linha tradicional de bebida popular. Neste sentido, principalmente os
pequenos e meédios produtores ja se estruturaram e conseguiram resultados,
colocando no mercado aguardentes de qualidade, abrindo espaco para
consumidores diferenciados e exportagdao do produto. Essa cachaca de qualidade
tem permitido a agregacao de valor ao seu pre¢co ao consumidor, remunerando e
permitindo um ciclo de expansao aos produtores artesanais. Um exemplo concreto
€ encontrado na iniciativa de produtores tradicionais de Minas Gerais, que se
organizaram e fundaram a AMPAQ - Associacdo Mineira de Produtores de
Aguardente de Qualidade, que instituiu um "selo de qualidade" para orientagéao e
garantia do consumidor.

Segundo as noticias de mercado divulgadas em 2002, o agronegocio da
cachaca no Brasil vive um momento de grande expectativa com o reconhecimento
da cachaca como a bebida tipicamente brasileira. Isto é, além de globalizar a
marca "Cachaca", remove 0 preconceito contra a bebida e abre para o Brasil
grandes oportunidades de negdcio nos mercados interno e externo.

A fermentacdo para obtencdo de cachagca em pequenos e médios
produtores artesanais, € conduzida pelo processo de cortes e/ou decantagdo, com
duracao de cerca de 30 horas. Esse tempo € substancialmente maior que o de 8 a
10 horas de destilarias de alcool que operam com o processo de separagao de
células com centrifugacao e seu reaproveitamento.

Cardello & Faria (1998), pesquisadores bastante envolvidos com estudos
de producdo e qualidade da cachaga, destacam que apesar da importancia
econdmica e social da aguardente brasileira, sdo ainda muito escassos os estudos
sobre sua qualidade sensorial. Porém, as crescentes exigéncias do mercado tém

feito crescer a preocupacao com a qualidade dessa bebida.



Estatisticas oficiais sobre a producdo de cachaca no Brasil sdo pouco
acessiveis e divulgadas. Dados divulgados em 2002 pela Associagcao Brasileira de
Bebidas - ABRABE indicam que a producao nacional é de aproximadamente 1,3
bilhdes de litros/ano e a quantidade exportada é de cerca de 14,8 milhdes de
litros/ano. Isso mostra que mercado de cachaca no Brasil estd consolidado,
apresentando baixas taxas de crescimento, estando sua evolugdo de mercado
atrelado ao crescimento vegetativo da populacdo. Este fato faz com que o setor
necessite ampliar sua atuacdo nos mercados mundiais, com o objetivo de ampliar
o seu faturamento, rentabilidade e principalmente fortalecer a sua imagem no
mercado interno.

O aumento no consumo da cachacga de qualidade e a exportacdo exigem
que o processo de fabricacdo dessa bebida seja baseado em praticas
criteriosamente determinadas para obtencdo de um produto padronizado e com
qualidade comprovada nos aspectos fisico-quimicos e sensoriais (CARDOSO,
2001).

A cachaga, diferente de outras bebidas destiladas (por exemplo, uisque)
nao tem um padrdo definido de preferéncia e qualidade pelos consumidores,
mesmo porque 0s consumidores de “cachaga” apresentam uma maior
variabilidade sociocultural. Ou seja, entre os consumidores que apreciam cachaca
encontram-se facilmente divergéncias profundas ao degustar a mesma. Os
uisques “de qualidade” apresentam um comportamento mais uniforme de
apreciacao entre consumidores dessa bebida.

Considerando todos estes aspectos, este trabalho teve por objetivo estudar
o efeito da clarificagdo do caldo de cana por simples aquecimento, tal como o
procedimento adotado por alguns fabricantes de aguardente, e a influéncia do teor
de nitrogénio do mosto no processo fermentativo e qualidade da bebida. Outro
aspecto foi avaliar duas diferentes linhagens de leveduras isoladas em produtores
de aguardente quanto as caracteristicas fermentativas. Considerando a
importancia da analise sensorial na avaliacdo e pesquisa de qualidade de
cachaga, o trabalho incluiu um estudo de fatores basicos, como o teor alcodlico e

acidez da bebida, visando a conducao da avaliacdo sensorial em condicbes as



mais adequadas possiveis para identificacdo e percepgdo de diferencas
sensoriais. O trabalho foi conduzido primeiramente em escala de laboratério e
contemplou variaveis que definiram condicdes mais adequadas de tratamento do
caldo de cana e preparo do mosto para fermentacdo. A partir dos resultados
obtidos nesta etapa, foi conduzido o trabalho em escala piloto, delineado para a
conducao de fermentacbes em batelada, visando avaliar o efeito da adicdo de N
protéico na manutengdo da viabilidade da levedura, simulando a pratica nas
unidades produtoras, e verificar a influéncia destes procedimentos na composi¢ao
e na qualidade sensorial da cachaca recém-destilada.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

2.1. Caracterizacao da Cachaca

O Decreto Federal 4.851 de 02/10/2003 da nova redagao ao artigo 91 do
Decreto Federal 2.314 de 04/09/1997. Mantém a denominacgao e especificacao da
aguardente de cana no artigo 91, todavia ndo mais equiparando como sinénimos a
aguardente e a cachaga, ao dar nova definicAo da cachaca no artigo 92.
Estabelece que a cachaca apresenta graduacao alcodlica de 38 a 48 por cento de
etanol em volume a 20°C, portanto em amplitude menor que a aguardente de cana
(38 a 54 por cento de etanol em volume a 20°C ). Desta forma, o Decreto 4.851
permite a adocdo do termo cachaca apenas para as aguardentes de cana
enquadradas na especificacao apresentada.

Assim a denominacdo cachaca tornou-se mais especifica do que
aguardente de cana, e veio ajustar o uso da expressdao cachagca de forma a
complementar a legislacdo frente ao Decreto 4.062 (21/12/2001) editado em vista
do disposto no artigo 22 do Acordo sobre Aspectos dos Direitos de Propriedade
Intelectual relacionados ao Comércio, como parte integrante do Acordo de
Marraqueche. Esse Decreto estabelece o nome cachaga como expressao
protegida e restrita para uso dos produtores estabelecidos no Brasil.

A cachaca, tal como a aguardente de cana, deve se enquadrar nos Padrdes
de Identidade e Qualidade de Bebidas, conforme o Decreto Federal 2.314 de
04/09/1997 (BRASIL, 1997), que especifica que os componentes secundarios
volateis (soma de aldeidos, acidos volateis, ésteres, furfural e alcoois superiores)
nao podem ser inferiores a 200mg/100mL de alcool anidro. Qualitativamente, os
principais componentes do sabor da aguardente s&o os mesmos encontrados nas
demais bebidas alcodlicas (MAIA, 1994). O Decreto 4.851 de 02/10/2003 mantém
o limite minimo de componentes secundarios volateis de 200mg/100mL de alcool
anidro. O teor maximo de metanol permitido € 200mg/100mL do produto e o

conteudo de cobre ndo deve ultrapassar a 5mg/L do produto (BRASIL, 1997).



Os parametros de qualidade sédo escassos, a legislagdo em vigor pouco
rege sobre este atributo, estabelecendo limites para garantia da saude publica, e
pouco se refere a qualidade global do produto (RIBEIRO & HORII, 1997).

Segundo Franco (2001) a conquista de mercados externos, o
esclarecimento do consumidor brasileiro e a disponibilidade de novos métodos
analiticos sao fatores que, em intensidades diferentes, estdo conduzindo a uma
revisdo nos requisitos de qualidade da aguardente brasileira.

Uma boa cachaga nao deve possuir em sua composicdo teores nao
permitidos de substancias que possam ser nocivas ao consumidor mesmo quando
estas nao prejudiqguem as propriedades sensoriais da bebida (cor, aroma, sabor).
Assim, a cachaca deve ser submetida aos controles de qualidade quimico e
sensorial. Uma bebida quimicamente aprovada, mas cujos atributos sensoriais nao
agradem ao consumidor, estara fadada ao insucesso. Por outro lado, uma bebida
de excelente qualidade sensorial pode apresentar em sua composicao
substancias indesejaveis, em teores elevados, e ndo serem detectados pelo
apreciador (ISIQUE et al., 2002).

2.2. Matéria-prima

Novaes (1995) afirma e descreve que nao ha variedades de cana que
sejam especificas a produgao de aguardente, pois as pequenas diferencas na sua
composicao fisico-quimica muito provavelmente ndo teriam qualquer influéncia na
qualidade da bebida final. As variedades de cana devem ser adaptadas as
condigdes edafoclimaticas da regido onde se encontra instalada a unidade
industrial, com a finalidade de apresentar elevada produtividade de acucar por
area.

Andrade et al. (2002) recomendam que as mudas, preferencialmente,
devem ser adquiridas de viveiros de usinas e destilarias, instituicdes de pesquisa

ou ensino na area de Ciéncias Agrarias, a fim de se plantar um material sadio, de



alto vigor e pureza varietal. Na impossibilidade, devem-se retirar mudas dos
canaviais de primeiro corte, bem desenvolvidos e sadios.

Segundo Stupiello (1987) a composicdo quimica da cana-de-aglcar pode
variar devido a diversos fatores, como condicdes climaticas, propriedades fisicas,
quimicas e microbioldgicas do solo, tipo de cultivo, variedade, idade, estagio de
maturacao, entre outros fatores. O caldo pode ser considerado como uma solugéao
impura e diluida de sacarose, constituido de cerca de 80% agua, 20% de sélidos
soluveis e 0,5% de minerais, sendo importante considerar que estes constituintes
nao se encontram nas mesmas proporcoes nas diferentes partes do colmo. Os
sOlidos soluveis sdo agrupados em agucares, nao agucares e compostos
inorganicos. Os acucares sao representados pela sacarose, glicose e frutose, com
teores que dependem do estagio de maturacao.

Os compostos organicos nao acucares sao constituidos de substancias
nitrogenadas (proteinas, aminoacidos, etc.), gorduras, ceras, pectinas, acidos
(malico, succinico, aconitico, etc.) e de matérias corantes (clorofila, sacaretina e
antocianina). Os ndo agucares inorganicos, representados pelas cinzas, tém como
componentes principais: silica, potassio, fésforo, calcio, sédio, magnésio, enxofre,
ferro, aluminio, cloro e outros (STUPIELLO, 1987).

Segundo Honig (1974) o caldo de cana possui material disperso, que
consiste principalmente de terra, particulas de bagaco, cera, proteinas, gomas,
pectinas, taninos e materiais corantes. A clarificacao do caldo de cana reduz os
nao-agucares e coldides, e diminui a turbidez do caldo (KOMEN, 1966).

Do ponto de vista da clarificagdo, os compostos mais importantes sdo os
sais, proteinas e gomas (JENKINS, 1966).

O pH do caldo de cana (matéria-prima sadia) varia entre 5,2-5,8 (LIMA,
1975).

A matéria-prima destinada a producdo de aguardente com boas
caracteristicas sensoriais deve ser de excelente qualidade, estar no ponto de
maturacao, apresentar boas condicdes fitossanitarias, sem deterioracdo, nao
passar pela queima no campo e, se possivel, ndo ter contato com o solo apés o
corte (NOVAES, 1997).



2.3.
Ca

ldo de cana: Clarificacao

A aguardente de cana é usualmente produzida a partir da fermentacao do
caldo bruto, sem qualquer tratamento de clarificagdo, o que dificulta o emprego de
determinados métodos de controle de qualidade. Segundo Ribeiro & Horii (1997) a
clarificacdo do caldo através do processo térmico possibilita a obtencdo de um
meio limpido, livre de sedimentos ou borras, com caracteristicas favoraveis para o
acompanhamento do crescimento celular.

O caldo de cana bruto extraido com o processo de moagem da matéria-
prima é um sistema coloidal complexo e de composicao variavel, no qual o meio
de dispersao é a agua. Neste sistema, alguns constituintes como os acgucares,
estdo em dispersdo molecular de dificil separagdo; outros como os acidos
organicos e os sais minerais estdo dissociados; outros ainda, estdo em estado de
dispersdo coloidal, como matérias corantes, substancias cremogéneas, silica,
particulas de bagacgo, ar e outras impurezas (LEME Jr & BORGES, 1965;
DELGADO & CESAR, 1977).

A fracdo coloidal do caldo de cana é constituida fundamentalmente por
proteinas e polissacarideos solluveis de alto peso molecular. As proteinas
representam a parte majoritaria da fragao coloidal e também englobam enzimas
associadas & sintese e degradacdo das substancias coloidais (RODRIGUEZ,
VALDESM e MARTINEZ, 1985).

O caldo bruto, pelas suas caracteristicas, contribui para a formacao de
espuma mais persistente, de dificil controle pelo emprego da maioria dos
antiespumantes comerciais, 0 que induz a trabalhar com um nivel de mosto mais
baixo na dorna (STUPIELLO & HORII, 1985).

O aquecimento do caldo até a ebulicdo, sem adicdo de cal, provoca a
formacao de flocos de coldides que centrifugados representam uma quantidade de
0,05 a 0,1 g/L. Este precipitado é composto principalmente de ndo acgucares

nitrogenados (6-25 mg/L), lipideos - material analogo a ceras (3-15 mg/L),



pentosanas (3-5 mg/L), sesquidéxidos de ferro e aluminio (2-7 mg/L) e calcio,
fosforo, magnésio e silica. No caso de se haver alcalinizado o caldo até pH 7,4 a
7,6 o precipitado formado é constituido principalmente por nao-agucares
inorganicos; um dos principais componentes precipitados é o fosfato de calcio e
magnésio combinado com sesquioxidos e &cido silicico (HONIG, 1974).

Assim, a formagdo dos coldides durante a clarificacdo se deve
principalmente a agéo do calor e alteragéo do pH. Pelo efeito isolado do calor as
albuminas se desidratam, desnaturam e coagulam; esta agdo € responsavel por
uma parte consideravel da clarificagdo do caldo. Outras proteinas com ponto
isoelétrico em pH acima daquele do caldo cru podem também ser coaguladas e
precipitadas com a elevagao do pH (PAYNE, 1974).

No Brasil predominam basicamente dois modelos de clarificagdo do caldo
de cana (para o processo de producdo de acgucar): decantacdo simples ou
caleagem e sulfo-decantagdo ou sulfo-caleagem, que sao empregados na
fabricacdo de acucar bruto e acucar cristal branco, respectivamente. Pulzatto
(1995) estudou a adicdo de fosforo e didéxido de enxofre ao caldo de cana-de-
acucar, como agentes de clarificagdo por decantacao e sulfo-decantacao, cujos
resultados obtidos mostraram melhoria da clarificabilidade com a complementagao
com fésforo. A acdo do enxofre é dependente de uma quantidade adequada de
fosforo que permita uma boa sedimentagdo de coldides; a adicdo de 52 a 104
mg/L de SO, melhorou a cor e a turbidez do caldo clarificado.

Marieller (1950) mostra que a clarificacdo do caldo de cana promove uma
precipitacao total das albuminas, o que resulta na reducédo do nitrogénio total no
caldo clarificado. As fragcdes de nitrogénio amoniacal, aminico e amidico ndo séo

alteradas pela clarificagao.

2.4. Processos de Producao de Cachaca

Fluxograma do processo de producéo, segundo Silva (1995):



colheita da cana
U
carregamento/transporte
U
descarregamento
U
preparo
U
moagem
U
filtracao
U
preparo do mosto
U
fermentacao
U
destilacao
U

filtragédo, repouso/envelhecimento, engarrafamento

O processo de fermentacao por batelada e inoculagcao por corte é o mais
utilizado pelos produtores de cachacga artesanal. Consiste na inoculacao de uma
dorna com o fermento e, quando a fermentagdo atinge um estagio apropriado,
transfere-se metade do conteudo para uma dorna vazia (corte de dorna). Em
seguida, completa-se o volume das duas dornas com o caldo a ser fermentado
(AQUARONE et al.,1983).

2.5. Caracteristicas de Crescimento e Cinética da Levedura



O rendimento da fermentagdo € uma importante caracteristica de economia
da producédo, e no caso da aguardente pode afetar diretamente a sua qualidade.
Vinhos com teor alcodlico padronizado certamente originam destilados igualmente
mais padronizados (OLIVEIRA 2001).

O desempenho do processo fermentativo € significativamente afetado pela
linhagem da levedura (BASSO, ALVES, AMORIM, 1996). Do ponto de vista
econbmico as linhagens de leveduras do género Saccharomyces sao
consideradas 0s microrganismos mais importantes na obtengédo de alcool por via
fermentativa, embora em fermentagcbes de aguardente artesanais estejam
presentes leveduras de outros géneros, como Candida e Schizosaccharomyces,
também com atividade fermentativa (OLIVEIRA, 1993).

As leveduras presentes na fabricagdo de aguardente variam em fungédo do
processo de fermentacao e procedimento de preparo do fermento. Valsechi (1960)
classifica os fermentos preparados para o inicio da safra como: fermento caipira,
aquele que aproveita as leveduras que estdo presentes na cana-de-agucar
(contaminam a cana no campo); fermento misto, no qual o tratamento destinado a
multiplicacdo das leveduras selvagens do processo caipira, é reforcado pela
adicao de fermento comercial; fermento comercial adquirido no mercado; fermento
selecionado, ou seja, cultura pura de linhagem previamente selecionada.

A viabilidade celular € extremamente importante para o desenvolvimento do
processo fermentativo, e a tolerancia da levedura ao produto da fermentagao
(etanol) é determinante na produtividade em alcool de fermentagbes em escala
industrial. A presenca de alcoois superiores como butanol, alcool isoamilico,
acidos graxos e seus ésteres, mesmo em baixas concentracdes, juntamente com
o etanol, agem de maneira sinergistica reduzindo a tolerancia da célula de
levedura ao etanol, levando-a a morte e consequentemente diminuindo a
viabilidade celular (OLIVEIRA et al. 1996).

Luong (1984) observou que o etanol apresenta um efeito significativo sobre
a velocidade de crescimento celular em concentragbes acima de 15g/L e que as
concentracdes de etanol maxima a partir da qual as células ndo mais cresciam era

aproximadamente 100g/L. Este autor também verificou que a capacidade de
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producao de etanol por leveduras Saccharomyces cerevisiae era completamente
inibida a uma concentragao de 105g/L de etanol.

O efeito da temperatura na velocidade das reagdes bioquimicas é bem
conhecido. Horii (1980) descreve que alteragdes na temperatura de fermentacao,
sejam devidas a fatores externos (clima, temperatura da agua, temperatura do
mosto), como a fatores intrinsecos (o calor liberado nas reagdes), produzem uma
consideravel alteragdo no desenvolvimento da fermentacéo.

Segundo Jones, Pamment e Greenfield (1981) a temperatura 6tima para a
fermentacdo é de 5-10 °C acima do étimo para o crescimento da levedura, que
para Watson (1987) encontra-se na faixa de 25-30 °C. Porém, Alves (1994)
ressalta que estas consideragbes nao condizem com o fato de que nas regides
tropicais a temperatura do processo facilmente atinge 40 °C. Stupiello & Horii
(1981) afirmaram que a reproducédo de células pode ocorrer até temperatura da
ordem de 38 °C, havendo inibicdo da multiplicacdo a 40 °C na presenca de 8 a
9°GL de etanol.

A utilizacao de temperaturas mais elevadas reduz o tempo de fermentacéo
e eleva a taxa de morte celular (FERREIRA, 1998), pela maior sensibilidade ao
etanol por parte da levedura (Saccharomyces cerevisiae) nessas condi¢coes (GAO
& FLEET, 1988). Quanto maior a temperatura, mais acentuada é a queda da
viabilidade (FERREIRA, 1998).

Ramsay & Berry (1984) estudando o efeito da temperatura de fermentacao
na formacdo de alcoois superiores, verificaram que as maiores quantidades de
alcoois superiores foram obtidas na faixa de 25-30 °C e que a composigao relativa
dos alcoois superiores foi pouco afetada pela temperatura.

A concentragdo hidrogenidnica é um fator significativo para as
fermentagbes industriais devido ao seu efeito sobre o crescimento da levedura,
velocidade de fermentacdo e formacdo de subprodutos, como também, no
controle da contaminacdo bacteriana (JONES, PAMMENTE e GREENFIELD,
1981).

Segundo Novaes et al. (1974), durante a fermentacdo a acidez aumenta,

enquanto o pH diminui, devido a formacao de acidos organicos. Assim, quando
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variacbes anormais da acidez total e do pH ocorrem, podem ser atribuidas a
presenca de bactérias contaminantes. Uma acidez final muito maior que a inicial
pode indicar uma ma fermentacdo e cujo valor pode ser relacionado com os
valores de pH do mosto.

Ferreira (2002) verificou que em fermentag6es alcodlicas, em condigdes de
indculo 10® células viaveis/mL, o pH inicial do meio mostrou influéncia no
metabolismo da levedura (Saccharomyces cerevisiae). Em pH 3,5 a eficiéncia e o
rendimento foram maiores que em pH 5,0.

No decorrer da fermentacdo, a velocidade de producdo de etanol varia
conforme o teor de agcucar no meio. A concentragdo de agucar limite para que o
rendimento e produtividade sejam maximizados € ao redor de 150¢/L; acima deste
limite a velocidade de conversdo de acucar em alcool diminui (MAIORELLA,
1989).

Nagodawithana & Stainkraus (1974) definem uma “fermentacao rapida”
aquela em que o teor de etanol atinge 12% (v/v) em 6 horas ou menos. Esta
fermentacéo € consequiéncia, primeiro, do uso de concentracdo de células de 3 x
10° células/mL. Estes autores mostraram que a 30 °C houve queda na viabilidade
celular ao longo de 5 horas em que a fermentacao ocorreu. Dentre temperaturas
de 15 a 30 °C, as menores causaram retardamento da producédo de etanol,
apresentando menores velocidades maximas de fermentacao (tempo de7 horas).

Durante a fermentacdo em bateladas a levedura S. cerevisiae mostra, ao
longo da fase de crescimento, taxas elevadas de produc¢do de etanol. Durante a
fase estacionaria as taxas decrescem gradualmente, levando ocasionalmente a
fermentacbes muito lentas e incompletas (“sluggish fermentation” ou “stuch
fermentation”) em meios contendo altos teores iniciais de acucar (SALMON &
MAURICIO, 1994).

Oliveira (2001) avaliou 24 linhagens de leveduras pertencentes a espécie
Saccharomyces cerevisiae e 6 pertencentes a géneros diversos (Candida,
Kloechera, Pichia e Schizosaccharomyces), isoladas de fermentacbes em
produtores de aguardente de cana. As linhagens estudadas, em meio sintético,

apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos
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parametros fermentativos de rendimento da fermentacao, eficiéncia de conversao
de substrato em etanol (Yys), em células (Yys), em acidos organicos (Yacs), € em
glicerol (Ygs), e velocidade especifica de crescimento celular (umax). De uma
maneira geral, as linhagens de S. cerevisiae apresentaram rendimento entre 83 a
91%. Baseando-se nas diferencas verificadas, utilizando como ferramenta
estatistica a Analise de Componentes Principais, esta pesquisadora selecionou 10
dentre 30 linhagens de leveduras para avaliar a producdo de aguardente

artesanal.

2.6. Leveduras na Producao de Aguardente de cana e outras Bebidas
Alcodlicas

Morais et al. (1997) observaram que durante a multiplicagdo do fermento
natural e no decorrer da fermentacdo para producdo de aguardente de cana
artesanal, a qual varia de 12 a 48 horas, ha uma sucessdo de espécies de
leveduras, sendo a espécie predominante Saccharomyces cerevisiae. Candida
sake, Kluyveromyces marxianus var. drosophilarum e leveduras apiculadas
também sao freqlentes. Espécies de leveduras transientes também foram
encontradas em numero variavel, provavelmente provenientes das adicoes diarias
de caldo de cana nas dornas de fermentagao. S. cerevisiae também é a levedura
dominante nas fermentacdes espontaneas para producao de uma bebida alcodlica
nigeriana (SANNI & LONNER, 1993), e de vinhos (CONSTANTI et al., 1997;
FLEET, LAFON-LAFOURCADE e RIBEREAU-GAYON, 1984). Entretanto, os
primeiros estagios da fermentacdo espontanea para produgdo de vinhos sao
caracterizados pelo crescimento de leveduras apiculadas, principalmente
Kloeckera e Hanseniaspora (FLEET, LAFON-LAFOURCADE e RIBEREAU-
GAYON, 1984).

Com o progresso da tecnologia de fermentagao alcodlica e da taxonomia de
leveduras, foi possivel verificar também que a linhagem predominante é a que

possui caracteristicas mais propicias de adaptacao as diferentes condigbes de
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processo, tais como teor de acucar no mosto, teor de etanol no vinho, acidez do
vinho, operacao de clarificacdo do caldo, temperatura do mosto. Alterando-se as
condicdes de processo, provavelmente sera estabelecido um novo equilibrio entre
as linhagens de leveduras, podendo surgir outra linhagem dominante. Assim, a
inoculagcédo de uma linhagem selecionada, ou de uma linhagem dominante isolada
de uma determinada destilaria ndo garante sua permanéncia e/ou melhora a
eficiéncia em outras destilarias (BASSO et al., 1993; ANDRIETTA, ANDRIETTA e
SERRA, 1997).

Oliveira (2001) descreve que a alteracao e a adequacao de procedimentos
tecnolégicos de processo, certamente € um passo preliminar importante para
alterar a microbiota e a(s) levedura(s) com condicbes de dominancia na
fermentacao para producdo de aguardente. Esta mesma autora descreve que €
importante observar que ndo ocorrem leveduras dominantes per si, mas leveduras
dominantes em determinadas condicoes ou processos. A selecdo de uma
microbiota mais eficiente e de maior rendimento, sem perder de vista a qualidade
da bebida, deve ser buscada com a adogdo de processo adequado e que opere
em condicdes as mais estaveis possiveis.

A populagao responsavel pela fermentagéo do caldo-de-cana € constituida
normalmente por leveduras e bactérias (PATARO et al., 2002). As leveduras
presentes numa fermentagcdo de aguardente artesanal estdo em constante
sucessao, devido a presenca de microrganismos que acompanham o caldo de
cana (PATARO et al.,, 1998). A linhagem de Saccharomyces cerevisiae €
predominante nestas fermentagbes, além da presenca de leveduras apiculadas
(Kloeckera japonica) e espécies de Candica, Kluyveromyces e Pichia, também
freqientemente isoladas (PATARO et.al., 2000).

A utilizacdo de linhagens selecionadas de Saccharomyces cerevisiae na
fabricacdo da cachaca de alambique esta sendo avaliada por alguns
pesquisadores (PATARO et al., 2002) em conjunto com produtores de cachaca
artesanal em Minas Gerais. As linhagens selecionadas tém sido utilizadas como
fermento iniciador e tém conseguido dominar a fermentagcéao por um periodo de 20

a 30 dias. Esse mesmos autores verificaram também que o uso da levedura
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selecionada, na maioria das vezes, aumentou a produtividade do alambique e
melhorou a qualidade do produto final, principalmente em relacdo aos teores de
acidez e concentragao de alcoois superiores.

O processo mais utilizado por produtores de cachaca artesanal é o de
batelada simples com reciclagem do in6culo. O volume inicial do inéculo inicial,
quando sedimentado, equivale normalmente a 20% do volume da dorna de
fermentacdo. Em geral, este in6culo consiste de uma populacdo mista de
leveduras em torno de 3,6 x 10° UFC/mL, e de 3,6 x 10* UFC/mL de bactérias
(SCHWAN & CASTRO, 2001).

2.7. Nitrogénio Protéico no Caldo

A busca de padrbes operacionais adequados para assegurar a qualidade
da aguardente devera considerar ajustes nos niveis dos nutrientes disponiveis
para a levedura, de modo a equilibrar seus efeitos benéficos sobre a viabilidade
celular e o metabolismo fermentativo com niveis adequados de compostos
secundarios da fermentacdo (DOMINGUEZ, NELSON e MAIA, 1997).

A levedura é capaz de utilizar diversos compostos nitrogenados tais como
aminoacidos, pequenos peptideos, bases nitrogenadas (purimicas e
purimidinicas), uréia, amoénia, utilizando-se de varios sistemas de transporte e
absorcdo (HENSCHKE & JIRANEK, 1994).

Em média o caldo de cana contém 200-600 ppm de nitrogénio, do qual
cerca de 60% estad presente como amoénia e amino-compostos. Os compostos
nitrogenados nao-agucares presentes no caldo de cana compreendem amidas de
aminoacidos (como asparagina e glutamina), compostos de alto peso molecular
(proteinas) e aminoacidos (SHARMA & JOHARY, 1984).

O nitrogénio na forma amoniacal (NH,*) é encontrado no mosto proveniente
do caldo de cana, e sua concentracdo influi sobre o brotamento, taxa de
multiplicacdo da levedura e sua porcentagem no vinho. Esta forma de nitrogénio

na cana € intermediaria, pois o nitrato (NO3’) absorvido do solo pela planta é
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reduzido a nitrogénio amoniacal e entdo transformado em aminoacidos, proteinas,
acidos nucléicos e demais compostos nitrogenados (BASSO, ALVES e AMORIN,
1996).

Henschke & Jiranek (1994), citando outros autores, mostram que o pH
6timo para o transporte e absor¢cdo de amoénia é de 6,0-6,5, mas o pH do mosto de
fermentacao € geralmente mais baixo (4,5).

Jorgensen (1959) ao discutir resultados de outros pesquisadores, relata que
0 nitrogénio orgéanico assimilado pelas leveduras produtoras de &lcool s&o
aminoacidos, amidas e peptideos de baixo peso molecular, e que os substratos
naturais (com nitrogénio organico) sdo mais adequados a incorporacao de
nitrogénio que os substratos amoniacais. Segundo este mesmo autor, uma série
de experimentos confirmam que a superioridade de substratos naturais se deve a
que neles sdo encontrados uma mistura adequada de aminodaciodos, que podem
ser utilizados diretamente pela levedura para a sintese de proteinas sem
desaminagéo prévia. A levedura em crescimento assimila diretamente cerca de
80% do nitrogénio a partir de aminoacidos.

Ribeiro, Lopes e Ferrari (1987) ao discutirem o tema da complementacao
nitrogenada considerou-a como uma pratica benéfica e decisiva na multiplicacao e
no crescimento celular do fermento, e consequentemente para a melhoria dos
indices de eficiéncia, rendimento e produtividade do processo.

Estudos de fermentagcédo foram realizados por Pulzatto (2000) com diversas
cepas de levedura, em condi¢cdes de laboratério em mosto sintético, contendo
fonte de nitrogénio amoniacal e com teores variados de nitrogénio protéico,
correspondendo a 3, 6 e 9 g/L de extrato de levedura. A producéo especifica de
células (Yx/s), gramas de massa celular seca/gramas de ART consumido,
aumentou linearmente com o aumento do nitrogénio protéico no meio. Também
foram positivamente influenciados o teor de etanol no vinho e o rendimento da
fermentacéo, conforme equagdes de segundo grau, ambas com r= +1,00.

Cabezas, Trivelin e Silveira (1990) determinaram as diversas fracbes de
componentes nitrogenados no caldo de cana e no vinho resultante da fermentagéo

alcodlica e verificaram o uso e comportamento de algumas dessas fragées. Os
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resultados obtidos mostraram que o nitrogénio total de 582 ppm do caldo de cana
era composto de 415 ppm (71%) de nitrogénio soluvel e 167 ppm (29%) de
nitrogénio insoluvel de origem protéica. O vinho delevurado proveniente da
fermentacao alcodlica desse caldo apresentou 77 ppm (57%) de nitrogénio soltvel
e 58 ppm (43%) de nitrogénio insoluvel, perfazendo 135 ppm de nitrogénio total. O
nitrogénio soluvel € composto de nitrogénio amino-soluvel e nitrogénio ndo amino-
soluvel. O caldo de cana apresentava 95 ppm (16%) de nitrogénio amino-soluvel e
320 ppm (55%) de nitrogénio amino nao-soluvel; no vinho delevurado esses
componentes sdo, respectivamente, 24 ppm (18%) e 53 ppm (39%). Desses
resultados, e utilizando is6topo de 15y, 0s autores concluiram que a biomassa
celular imobilizou 78% do nitrogénio amoniacal, ficando a maior parte deste (72%)
retida na fragéo de nitrogénio insollvel iminentemente protéica.

Pinotti (1991) pondera que nas etapas do processo de produgédo de alcool
existem perdas significantes de nutrientes, notadamente o nitrogénio, cuja perda
ocorre principalmente na etapa de clarificagdo do caldo, o que muitas vezes
requer a complementacdao com nitrogénio durante a fermentacdo, onerando o
custo final e sem atingir o objetivo esperado, pois a levedura ndo assimila
momentaneamente aquele nutriente, que é geralmente adicionado na forma de
uréia (46% de N) ou de sulfato de aménia (21%). Também se refere ao fato de
que a reproducao de Saccharomyces cerevisiae varia em funcado do nivel de
nutrientes encontrados na matéria-prima, e que dentre estes o nitrogénio é o que
apresenta uma resposta significativa.

Abramov, Efendieva e Kotento (1994) enfatizam que a sintese de biomassa
celular pela levedura (Saccharomyces cerevisiae) é significativamente dependente
do conteudo em nitrogénio no meio de crescimento, uma vez que a proporcao de
compostos nitrogenados na célula de levedura atinge 50% de sua massa.

Segundo Pulzatto (2000) a oferta de fonte complexa de nitrogénio, como
extrato de levedura, influenciou o rendimento em etanol, massa celular e outros
parametros da fermentacao alcodlica, mesmo na presenca de fonte de nitrogénio
mineral em concentragcdo nao limitante, em leveduras com baixo a alto teor de

proteina. Esta mesma autora também verificou que a oferta de fonte complexa de
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nitrogénio protéico n&o alterou os niveis de proteina em leveduras contendo
baixos a altos teores de proteina.

As caracteristicas basicas da biomasssa de levedura seca podem ser
resumidas como tendo: alto teor de proteina, alto conteldo de acidos nucléicos,
baixo conteudo de lipideos, alto conteldo de cinzas, conteldo moderado de
carboidratos e alto contetdo de vitaminas (AIBA, HUMPHREY e MILLS, 1971).
Reed (1982) determinou a composi¢do quimica bruta da biomassa de levedura:
7,5-9,0% de nitrogénio, 47-56% de proteina (fator 6,25), 6-15% de acidos
nucléicos, 5,0-9,5% de cinzas e 2-6% de lipideos. Dentre os aminoacidos
determinados em S. cerevisiae destacam-se lisina (8,43%), leucina (8,13%), valina
(6,67%), arginina (5,35%), treonina (5,20%), isoleucina (5,19%), tirosina (4,87%),
fenilalanina (4,50%), e outros como histidina, cistina, metionina e triptofano.

Giudici, Zambonelli e Kunkee (1993) relataram que os alcoois superiores
sao produzidos a partir de aminoacidos correspondentes, presentes no meio, e
que a quantidade formada ¢é influenciada pela composi¢cdo do meio (concentragéo
de acgucar, pH, concentracéo e tipo de fonte de nitrogénio), pela temperatura, pelo
grau de aeracao durante a fermentacdo e ainda pela linhagem da levedura. Foi
também verificado que a producdo de propanol esta relacionada ao metabolismo
de metionina e de treonina, que sao reguladores das rotas metabdlicas de
compostos sulfurados. As linhagens produtoras de maiores concentragbes de
propanol sdo também aquelas que mostram pouca ou nenhuma producédo de
sulfeto de hidrogénio.

Salmon & Barre (1998) mostram que o0 metabolismo de compostos
nitrogenados afeta a eficiéncia da fermentacdo de mosto de uva. O ion aménio,
normalmente presentes em mosto de uva, reduz os niveis de enzimas catabdlicas
e atividades de transporte de fontes nitrogenadas nao-preferenciais. Esta
repressao catabdlica do nitrogénio impede de modo severo a utilizacdo da prolina
e arginina. Esses autores promoveram uma alteracdo genética que desregulou a
via de utilizagdo de prolina; esses mutantes mostraram maior producdo de
biomassa e maior taxa maxima de producéo de CO.,. As diferencas foram devidas

primariamente & desrepressdo das vias de utilizagdo de aminoacidos. Vias
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alternativas de assimilacao de nitrogénio ndo sao expressadas quando o amdnio
esta presente. No mosto de uva o aménio é a fonte preferida de nitrogénio. A
medida que aménio é consumido, 0os aminoacidos sao utilizados em um padrao
determinado por sua concentracdo relativa as necessidades da célula para
biossinteses e a disponibilidade total de nitrogénio. Duas excecbes sao
conhecidas: a) a prolina ndo é absorvida do mosto sob condi¢cdes fermentativas
anaerdbias e o0 metabolismo da mesma requer oxigénio e uma cadeia de
transporte de elétrons para clivar o anel de prolina; e b) a arginina e o -
aminobutirato sao usualmente absorvidos durante os Uultimos estagios da
fermentacdo do mosto de uva. A prolina e a arginina sdao os compostos
nitrogenados mais comuns no mosto de uva e representam 30 a 65% do teor total

de aminoacidos nesse mosto.

2.8. Fermentacao Alcodlica: Etanol e Compostos Secundarios

Sao varios os fatores que interferem na qualidade das bebidas alcodlicas
destiladas, tais como a matéria-prima, fermentacdo, o método de condugédo do
processo fermentativo, destilagéo, envelhecimento etc. No entanto, as leveduras e
as condicdes de fermentacdo tém sido apontadas como os fatores que mais
influenciam o sabor das bebidas alcodlicas (SUOMALAINEN & LEHTONEN, 1979;
LEHTONEN & JOUNELA-ERIKSSON, 1983).

Segundo Gutierrez (1993) no processo de producdo de aguardente é na
etapa da fermentagcdo alcodlica que sao produzidos os principais componentes
quimicos da bebida, pela acdo direta ou indireta da levedura e de outros
microrganismos atuantes nesta fase.

As leveduras sdo per si importantes produtoras de aroma. Varios
pesquisadores tém demonstrado que existe uma certa variacdo na formacédo de
compostos aromaticos entre diferentes cepas de leveduras na producao de
diversas bebidas (NIKANEN & NIKANEN, 1977; CABRERA et al., 1988; GIUDICI
et al., 1990; LONGO et al., 1992; LURTON et al., 1995).
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A aguardente de cana é composta principalmente de agua e alcool em
proporcdes variaveis, segundo a sua graduacao, e de componentes secundarios
em quantidades muito menores, que conferem a bebida suas caracteristicas
peculiares de aroma e sabor (MAIA, 1994; CARDOSO, 2001). Os componentes
secundarios, responsaveis pelo aroma ou “bouquet” das bebidas, pertencem as
seguintes classes: aldeidos, alcoois superiores, ésteres, furfural, terpenos,
lactonas, furanos, pirazinas e acidos organicos, dentre outros (LEHTONEN &
JOUNELA-ERIKSSON, 1983; NYKANEN & NIKANEN, 1983). Os principais
componentes constituintes da fracao "ndo-alcool" de aguardente de cana sao:
aldeido acético, acidos succinico, acético, latico e ésteres desses acidos, glicerol,
furfural e é&lcoois superiores tais como amilico, isoamilico, butanol, isobutanol,
propanol e isopropanol (LIMA, 1983)

Furtado (1995) identificou componentes volateis em aguardente de cana
por meio da cromatografia gasosa: etanol, acetaldeido, acetato de etila, metanol,
propanol, isobutanol, butanol, alcool isoamilico e acido acético. Segundo a referida
autora a quase totalidade dos componentes (97,4% a 99,7%) € representada pelo
etanol.

Atualmente, estdo sendo desenvolvidos estudos sobre a caracterizacéo
quimica da cachaca brasileira, dentre os quais constatou-se que a concentracao
de aldeidos na aguardente €, em média, inferior a de alguns uisques importados
(VASCONCELOS, 2003).

2.9.

idos Organicos

A acidez de uma cachacga é de grande importancia, constituindo um fator de

qualidade, uma vez que durante sua producao os acidos reagem com 0s alcoois

presentes, aumentando a formagé&o dos ésteres, que sdo um dos constituintes

responsaveis pelo aroma. O excesso de acidez promove sabor indesejado e
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ligeiramente “agressivo” em aguardente de cana, depreciando a qualidade da
bebida (CHERUBIN, 1998).

Os principais acidos presentes em bebidas destiladas sao: férmico, acético,
propiénico, butirico, acido hexandico, acido decandico, laurico, miristico e
succinico. O &cido acético é quantitativamente predominante e sua concentracao
varia de 60-95% da acidez total (NYKANEN & NYKANEN, 1991). Lehtonem &
Jounela-Erikson (1983) também afirmam que o acido acético constitui 75-85% da
quantidade total de acidos presentes nas bebidas alcodlicas. Apesar do acido
acético ser predominante, o principal acido formado pela levedura é o succinico e
pode ser obtido por duas vias: a redutiva e a oxidativa, esta, prioritaria em
leveduras (ALVES, 1994).

Nobrega (1994) descreve que é normal uma aguardente de cana que
passou por um processo de destilacdo ter carregado consigo uma discreta
quantidade de acidos, principalmente os de forma volatil, sendo a acidez expressa
como volatil, fixa e total (soma das duas anteriores). Em bebidas destiladas
Novaes et al. (1974) e Whiting (1976) citam como &cidos volateis presentes:
formico, acético, latico e butirico; como fixos: malico, succinico, fumarico, citrico e
tartarico.

Os acidos organicos tém suas caracteristicas préprias de sabor. O acido
succinico tem um sabor salgado "salty" incomum, amargo, além da sua acidez. O
acido acético apresenta aroma caracteristico e efeito no palato posterior
(WHITING, 1976).

Bizelli, Ribeiro e Novaes (2000) destacam o papel da acidez em relagédo aos
teores de cobre da aguardente e Boza & Horii (2000) afirmam que os teores de
cobre durante a destilacdo da aguardente acompanham os teores de acidez
encontrados no destilado, sendo elevado principalmente na fracdo "cauda". Estes
autores concluem que separando-se a fracao "cauda" a qualidade da aguardente
sera melhorada, segundo os padrbes oficiais de qualidade, pela reducdo dos

niveis de cobre.
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2.10.

eres

O acetato de etila € o mais abundante éster das bebidas alcodlicas.
Geralmente representa mais de 50% do total de ésteres. Devido a apresentarem
odor agradavel de frutas, os ésteres sao considerados compostos importantes de
aroma nas bebidas alcodlicas (LEHTONEM & JOUNELA-ERIKSON, 1983).
Segundo Peddie (1990) varios fatores interferem na sintese de ésteres, tais como
a cepa de levedura, a composicao do meio, aeracao (inibe a formacao de ésteres),
temperatura.

O principal éster da aguardente também é o acetato de etila, o qual em
pequenas concentra¢des incorpora um aroma de frutas a bebida, que é desejavel
e agradavel. Em quantidades excessivas, porém, confere aroma indesejavel e
enjoativo (MAIA, 1994).

Llisté, Souza e Mischan (1979) analisaram amostras de aguardentes de
cana comerciais por cromatografia gasosa para identificacdo e dosagem de
ésteres e em todas foi detectada a presenca dos ésteres: acetato de buitila,
acetato de etila, acetato de isoamila e butirato de etila. Os teores encontrados
foram de 26,71-68,68, 31,75-67,20, 35,77-84,85 e 41,23-86,51 mg/100mL de
amostra, respectivamente para cada um dos componentes detectados e

quantificados.

2.11.
Al

deidos
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Os aldeidos representam a fracdo mais volatil encontrada nas bebidas
alcodlicas, sendo a maioria formados durante estagios preliminares do processo
de fermentacdo. A formacao de aldeidos depende da levedura, assim como das
condicbes de fermentacdo. De odor penetrante, afetam o aroma das bebidas
alcodlicas. Entre os compostos carbonilicos, o acetaldeido é aquele encontrado
em maior quantidade nas bebidas alcdolicas, constituindo mais de 90% do
conteudo de aldeidos em whisky, conhaque e rum (NYKANEN, 1986). Os
principais aldeidos que aparecem nas aguardentes sdao o acético e férmico
(BRAU, 1957).

Outro aldeido importante em bebidas destiladas é a acroleina (2- propenal),
formada pela desidratagcao do glicerol durante a destilacdo, a sua presenca em
aguardente de cana é indesejavel devido ao seu forte odor pungente
(GUTIERREZ, 1997 apud CHERUBIN, 1998).

Segundo Novaes et al. (1974), quando a colheita da cana-de-agucar é
precedida pela queima, o furfural e o hidroximetilfurfural podem aparecer no caldo,
promovendo a desidratacdo parcial de uma pequena fracdo de acguUcares

presentes.

2.12.

coois Superiores

Os Aalcoois superiores, conhecidos também como o6leo fusel, formam
quantitativamente o maior grupo de compostos responsaveis pelo aroma e sabor
das bebidas alcodlicas. Este grupo é composto por alcoois alifaticos e aromaticos.
Dentro do grupo dos alcoois alifaticos podemos destacar o propanol, 2-metil-1-
butanol (d-amilico) e o 3-metil-1-butanol (isoamilico); os éalcoois fusel tém um
aroma caracteristico e influenciam no sabor das bebidas destiladas (LEHTONEM
& JOUNELA-ERIKSON, 1983; NYKANEN & NIKANEN, 1991).
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Os principais alcoois superiores encontrados nas aguardentes de cana sao
o amilico, isoamilico, propanol, isobutanol, isopropanol e butanol. Os &lcoois
hexilico, heptilico e otilico estao presentes em minimas quantidades (LIMA, 1964).

A producao de 4&lcoois superiores parece ser uma caracteristica das
leveduras em geral, e as quantidades produzidas variam com as condi¢cbes de
fermentacao e também com o género, espécie e provavelmente com a linhagem
utilizada (GIUDICI, ROMANO e ZAMBONELLI, 1990). Estes mesmos autores
examinaram a capacidade de producao de alcoois superiores de 100 linhagens de
Saccharomyces cerevisiae e constataram que a producao de alcool superior é
uma caracteristica individual da linhagem. Oliveira (2001) também verificou que as
quantidades de alcoois superiores variam em fungao da linhagem de levedura.

Almeida & Barreto (1971) determinaram qualitativa e quantitativamente,
através de cromatografia gasosa, 0s alcoois superiores em 60 amostras de
aguardente de cana de marcas diferentes, provenientes de varias regides do
Brasil. Estes autores verificaram que as aguardentes consideradas de boa
qualidade apresentam somente os alcoois propanol, isobutanol e isoamilico e os
teores variaram de 7,00; 6,40 e 19,60 a um maximo de 65,20; 36,60 e
98,50mg/100mL de amostra, respectivamente. As amostras consideradas de
qualidade inferior apresentaram um teor elevado de propanol.

Souza & Llist6 (1978) também descrevem que grandes quantidades de 6leo
fusel diminuem o valor comercial e a qualidade das aguardentes, e que o teor dos
alcoois superiores normalmente deve acompanhar proporcionalmente os ésteres

numa aguardente de boa qualidade.

2.13.
Co

bre

O cobre é um dos metais indesejaveis na aguardente. A presencga do cobre

na bebida provém da constituicio do material utilizado na construcdo dos
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alambiques. Esse metal contribui para a eliminacdo de determinados odores
desagradaveis observados em cachacga destiladas em alambiques feitos com
outros materiais, como o aco inoxidavel (CARDOSO, 2001).

Faria (1989) relata que o limite de cobre estabelecido pela legislacdo
brasileira (5mg/L de aguardente), com base nos niveis de ingestado diarios
recomendados para o cobre pela Organizacao Mundial de Saude (OMS), garante
com grande margem o consumo da bebida sem riscos a saude.

Investigando o efeito da destilacdo em alambiques feitos de cobre e outros
metais, Faria (1989) verificou que as aguardentes de cana obtidas em alambiques
que continham cobre em sua estrutura apresentavam acidez, teor de aldeidos e
de enxofre mais reduzidos quando comparadas aquelas obtidas de alambiques de
outros metais, sendo este Ultimo o principal efeito do cobre sobre as

caracteristicas sensoriais da bebida.
2.14.
tanol
O metanol é um alcool particularmente indesejavel na aguardente,
originando-se da degradacao da pectina, um polissacarideo presente na cana-de-
acucar. A molécula de pectina € um composto formado pela associacdo de
centenas de moléculas de acido galacturénico, que possuem fragmentos de

moléculas de metanol, as quais sao liberadas durante o processo de fermentagcao
(CARDOSO, 2001).

2.15. Destilacao
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A pratica de destilacdo é realizada em aparelhos descontinuos como o
alambique simples e o de trés corpos, e em aparelhos continuos, como as colunas
de destilacdo (STUPIELLO, 1992).

Os vinhos possuem varios compostos volateis que destilam conforme o
ponto de ebulicdo, afinidade com o alcool ou agua e o teor alcodlico no vapor
durante a destilacdo (LEAUTE, 1990).

Durante a destilacdo em alambiques, muitas reacées ocorrem e geram
aromas delicados. Estas reagdes sao funcdo das caracteristicas do vinho (como
destilacdo de vinho com células de levedura, pH e acidez do mesmo); da
dimensao do alambique; da temperatura gerada pela fonte de aquecimento; da
duracdo da destilacdo e da limpeza do alambique. Algumas reacdes sao
conhecidas, como a hidrélise, esterificacao, acetalizacao, reacées com o cobre, e
producédo de furfural. Por exemplo, além da “quebra” de moléculas pode ocorrer o
rearranjo das unidades geradas, com formacéo de: monoterpenos (linalol e alfa
terpineol < 1mg/L); cetonas (o e B-iononas, <0,01 mg/L), e outros compostos
(LEAUTE, 1990).

A destilacao influi na composicao e na qualidade sensorial da aguardente. A
composicao dos destilados € determinada por muitos fatores, incluindo o tipo de
destilador, o grau de purificacdo, e a selegao das fragbes agregadas ou separadas
do destilado (COLE & NOBLE, 1995; BOZA & HORII, 1998; BOZA & HORII,
1999).

Considerando apenas a destilagdo em batelada, em alambique simples, tal
como efetuada na fabricacdo artesanal de aguardente, distingue-se usualmente
trés fragdes destiladas, e Maia (1994) relata esta técnica usual de destilagéo:

a) O “destilado de cabeca”, que corresponde as primeiras fracoes
recolhidas na saida do alambique;

b) O “destilado de coracdo”, que é a porcao destilada que
corresponde a aguardente;

c) O “destilado de cauda”, ou “agua fraca”, que é a ultima porcao
destilada, obtida quando a destilacdo nao é interrompida apds obtencdo da
aguardente.
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Maia (1994) comenta que a separacao entre as trés fracées do destilado é
feita através de “cortes”, e via de regra, o critério para os cortes sdo a temperatura
dos vapores no domo do alambique (para o destilado de cabeca) e o teor alcéolico
do destilado (para encerrar a retirada do destilado de coragcéo). Acrescenta ainda
que nesta etapa, a qualidade da aguardente depende fundamentalmente da
composicao do vinho encaminhado a destilacdao; da geometria do alambique, para
assegurar um nivel de refluxo que permita a separacdo adequada dos
componentes secundarios; e da habilidade do operador para efetuar os cortes nos
momentos adequados.

Sabe-se que os componentes volateis do vinho possuem diferentes graus
de volatilidade, o que possibilita a separacao por destilagdo. Segundo Barbet,
citado por Novaes (1994), no que diz respeito a volatilidade, sdo denominados
produtos de "cabeca" aqueles que apresentam ponto de ebulicdo inferior ao do
alcool etilico e produtos de "cauda" os que possuem ponto de ebulicdo superior a
ele. Contudo, determinados compostos comportam-se ora como produtos de
"cabeca", ora como produtos de "cauda", segundo a concentracdo alcodlica do
liquido submetido a destilagéao.

E importante ressaltar que a fracdo mais volatil (cabeca) é freqlientemente
separada das demais. Essa fracdo contém muitos compostos do aroma, sendo
rica principalmente em acetaldeido, diéxido de enxofre e acetato de etila,
compostos considerados como atribuidores de impacto sensorial negativo
(GUYMON, 1973).

Léauté (1990) detalha mais esta pratica de "cortes", classificando os
compostos volateis no processo de destilacdo em alambique como:

- tipo 1: componentes solluveis em alcool, com baixo ponto de
ebulicao, destilam no inicio, apresentando-se em altas concentracées na cabeca e
no inicio do coracao (exemplo, o acetaldeido, com ponto de ebulicdo de 21 °C e o
acetato de etila, com 77 °C);

- tipo 2: componentes que apresentam ponto de ebulicdo

relativamente alto e sédo total ou parcialmente soliveis em etanol; alguns destes
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compostos terminam de destilar no meio do coracdo e os acidos graxos e seus
ésteres estdo nesta categoria;

- tipo 3: componentes que apresentam baixo ponto de ebulicao (<93
°C), soluveis em alcool, total ou parcialmente soluveis em agua, encontram-se no
coracao do destilado (exemplo, 0 metanol e alcoois superiores, como propanol,
isobutanol, alcool isoamilico;

- tipo 4: componentes que apresentam ponto de ebulicdo maior que o
da agua, soluveis ou parcialmente solluveis em agua, iniciando a destilagdo no
meio do coracdo, como o acido acético, com ponto de ebulicdo de 110 °C;

- tipo 5: componentes que apresentam alto ponto de ebuligdo, muito
soluveis em agua e que sao produzidos durante a destilacdo, como por exemplo o
furfural (ponto de ebulicdo de 167 °C), cuja concentracdo aumenta do meio do

coragéo para a cauda.

2.16.

todos de Analise Sensorial

Estudos em alimentos e bebidas, visando relacionar os componentes
responsaveis pelo aroma e sabor com sua qualidade, sdo monitorados com
analise sensorial que continua sendo, ainda, a unica forma de avaliar a aceitagao
dos mesmos diretamente através da percepcao humana (STONE & SIDEL, 1993).

Os testes sensoriais sao incluidos como uma garantia de qualidade na
industria de alimentos e bebidas devido ao fato que representam uma medida
multidimensional integrada, com importantes vantagens, como: ser capaz de
identificar a presenga ou auséncia de diferencas perceptiveis, definir
caracteristicas sensoriais importantes de um produto de forma rapida, ser capaz
de detectar particularidades que ndo podem ser detectadas com outros
procedimentos analiticos, e ainda ser capaz de avaliar a aceitagdo de produtos
(MUNOZ et al., 1992).
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Os métodos sensoriais sao baseados em respostas aos estimulos, os quais
sdo levados por impulsos nervosos ao cérebro, e interpretados em sensacodes. O
estimulo pode ser medido por métodos fisicos e quimicos, e produz sensacgdes
cujas dimensdes sao intensidade, extensdo, duragdo, qualidade e gosto; tais
sensagdes podem ser dimensionadas por processos psicologicos (MORAES,
1993). Quando pessoas sao usadas como instrumento de medida, é necessario
controlar cada uma das condicbes e métodos de avaliagdo, para reduzir erros,
podendo-se considerar como erro toda influéncia estranha que prejudique o bom
resultado do teste sensorial (TEIXEIRA, 1995).

Existem trés classes de métodos estatisticos sensoriais (ABNT, 1993):

- Métodos Discriminativos ou Métodos de Diferenca: sdo métodos
que servem para determinar se as amostras que sofreram diferentes tratamentos
diferem significativamente (p<0,05) entre si (Teste Triangular, Teste Duo-Trio,
Teste de Comparacdo Pareada, Teste de Ordenagado, Teste de Comparacao
Multipla ou Diferenga do Controle, Teste de Escalas de Intensidade).

- Métodos Descritivos ou Métodos Analiticos: sdo métodos de
resposta objetiva que envolvem tanto a discriminagdo quanto a descricao dos
atributos sensoriais de um produto (Teste de Escala Descritiva, Teste de Escala
de Valores). Usualmente os varios métodos analiticos sdo descritivos, descrevem
as amostras em termos sensoriais, € quantitativos, avaliando numericamente a
intensidade de cada atributo.

- Métodos Afetivos: compreendem menor numero de testes, e
avaliam a preferéncia ou aceitacdo de um produto junto ao mercado consumidor
(Teste de Preferéncia, Teste de Aceitacao). A andlise de aceitacao pode refletir o

grau de preferéncia por determinado produto.

2.17. Avaliacao Sensorial de cachaca

Uma bebida destilada é julgada pelo consumidor através da cor, odor e
gosto, ou seja, pelas caracteristicas sensoriais. Portanto, uma boa cachaca, além
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de atender as exigéncias legais com relacao a sua composicdo, deve também
apresentar qualidade sensorial, capaz de satisfazer as expectativas de seus
consumidores.

O sabor das bebidas alcodlicas é formado por inUmeros compostos
organicos volateis, que conferem a bebida seu odor e gosto tipico. Esses
compostos podem ser divididos em varios grupos de acordo com sua natureza
quimica. Alcoois superiores, acidos graxos e ésteres formam quantitativa e
qualitativamente os maiores grupos presentes nas bebidas alcodlicas, sendo os
alcoois superiores os mais abundantes (LEHTONEN & JOUNELA-ERIKSSON,
1983; BERRY, 1995).

Segundo Cole & Noble (1995) o sabor perceptivel é aquele resultante da
combinacao de varios componentes; apesar das diferentes bebidas destiladas
serem distinguidas uma das outras por suas caracteristicas sensoriais, ndo se
verifica grande diferenga na sua composi¢ao quimica.

Boza & Horii (1998) analisaram dezesseis amostras de aguardente de cana
através de analises fisico-quimicas e sensorial, e verificaram que a acidez e o teor
de propanol influem negativamente no sabor da aguardente.

Considerando-se as indesejaveis caracteristicas sensoriais dos compostos
sulfurados e o papel negativo que podem representar na qualidade das
aguardentes, ISIQUE, CARDELLO e FARIA (1998) submeteram amostras de
aguardentes de cana, de quatro diferentes marcas comerciais, a testes de
aceitabilidade quanto ao aroma, sabor e impressdo global, realizados por uma
equipe de 30 provadores, em cabines individuais, utilizando-se escala hedénica de
9 centimetros. Os autores verificaram que ha uma correlacao negativa significativa
(p<0,05) entre os teores de enxofre e a aceitabilidade das amostras de
aguardentes.

Cardello & Faria (2000) avaliaram a aceitacdo de onze amostras de
aguardentes de cana envelhecidas e ndo envelhecidas, por testes sensoriais
afetivos e analise estatistica univariada e multivariada, utilizando-se escala
hedbnica de 9 centimetros e 100 provadores consumidores do produto. Os
resultados obtidos demonstraram que aguardentes envelhecidas acima de 24
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meses em tonel de carvalho de 200L, obtém preferéncia dos consumidores, em
detrimento de aguardentes sem envelhecer.

Os trabalhos encontrados na literatura relativos a qualidade sensorial da
aguardente de cana se referem principalmente as aguardentes envelhecidas
(CARDELLO & FARIA, 1997; CARDELLO & FARIA, 1998; CARDELLO & FARIA,
2000). Em relagéo as aguardentes nao armazenadas em tonel de madeira e nao
envelhecidas existem poucos trabalhos publicados relacionados com a sua
qualidade sensorial, como o de Faria (1989) que estudou a influéncia do cobre na
qualidade sensorial das aguardentes. Posteriormente Faria, Deliza e Rossi (1993)
supondo que o defeito sensorial (odor desagradavel), nas aguardentes destiladas
na auséncia de cobre estivesse relacionado com a presenca de compostos
sulfurados, realizaram estudo comparativo para relacionar resultados da analise
sensorial com os teores de enxofre das aguardentes e verificaram haver
preferéncia pelas amostras destiladas na presencga de cobre.

Furtado (1995) determinou as propriedades fisico-quimicas e estudou as
caracteristicas sensoriais do aroma e sabor de aguardentes recém destiladas
utilizando analise descritiva quantitativa. Esta mesma autora analisou a relagao
existente entre os dois tipos de medidas, concluindo que o conjunto das medidas
dos compostos volateis pode estimar razoavelmente bem o conjunto de medidas
sensoriais das amostras.

Ribeiro  (1997) estudou diferentes linhagens de leveduras de
Saccharomyces cerevisiae para a producdo de aguardente de cana e utilizou a
andlise sensorial nos destilados. Este autor concluiu que ha influéncia das
linhagens sobre os produtos obtidos, indicada pelo teste triangular (teste sensorial
de diferenga entre amostras).

A analise descritiva quantitativa, metodologia bastante aplicada para
caracterizacdo dos atributos sensoriais de alimentos e bebidas, foi utilizada por
Cardello & Faria (1998) para estudar o perfil sensorial da aguardente de cana
envelhecida em tonéis de carvalho. Todas as aguardentes foram avaliadas
sensorialmente a 40% de alcool em volume a 20°C. Esses autores verificaram

através da Anadlise Descritiva Quantitativa que as caracteristicas sensoriais das
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amostras mudaram significativamente com o aumento do tempo de
envelhecimento e que o envelhecimento da aguardente proporciona a obtencao de
uma bebida de caracteristica sensorial superior. Marcellini (2000) também utilizou
a metodologia de analise sensorial descritiva quantitativa para tragar o perfil
sensorial de amostras de aguardentes comerciais, envelhecidas e tradicionais.
Janzzantti, Cardello e Franco (2002) aplicaram a metodologia de Andlise
Descritiva Quantitativa para tracar o perfil sensorial de amostras comerciais de
cachacas presentes no mercado, cujos dados coletados revelaram que todas
amostras (quatro) apresentaram perfis sensoriais distintos entre si, mostrando que
falta ainda padrao de qualidade para esta bebida.

Em estudo desenvolvido por Oliveira (2001) foram produzidas 10
aguardentes utilizando-se 10 diferentes linhagens de leveduras, uma para cada
aguardente, sendo 6 Saccharomyces cerevisiae, além de Céndida apicola,
Kloeckera javanica, Pichia subpelliculosa e Schizosaccharomyces pompe. As
aguardentes foram padronizadas com teor alcodlico de 38-39°GL e submetidas a
andlise de aceitacao através de testes sensoriais, utilizando-se escalas hedénicas
de nove pontos; através dos resultados obtidos a autora verificou que as
aguardentes produzidas apresentaram variagbes nos teores e nas relagbes entre
0s principais compostos volateis, mas estas nado resultaram em diferencas
perceptiveis em relacdo ao aroma, sabor e impressdo global. A aguardente
produzida pela S. pombe foi uma excecdo, com aroma considerado pior em
relagcdo a uma linhagem de Saccharomyces que mostrou tendéncia para melhores
atributos, o que indica que as leveduras nao-Saccharomyces estudadas,
presentes nas fermentacdes artesanais de caldo de cana, nao exercem influéncia

negativa sobre a qualidade sensorial da aguardente.
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Estudos de complementacdo nitrogenada em fermentacdo alcodlica tém
sido conduzidos utilizando adubos nitrogenados como sulfato de amédnia,
superfosfato simples e uréia, e dirigidos para a producao de alcool. Nas destilarias
artesanais de cachaca a complementacao nitrogenada do mosto pode constituir
uma pratica benéfica na multiplicacdo e no crescimento celular do fermento, e
consequentemente para a melhoria dos indices de eficiéncia, rendimento e
produtividade do processo. Fontes nitrogenadas minerais, bastante empregadas,
mostram resultados muitas vezes controversos. Estudos verificaram que a oferta
de fonte complexa de nitrogénio, como extrato de levedura, influenciou o
rendimento em etanol, massa celular e outros parametros da fermentagcao
alcodlica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da clarificagédo do caldo
de cana sobre o teor de nitrogénio protéico do mosto, e a adicdo de nitrogénio
protéico sobre parametros fermentativos e formacao de compostos secundarios,
em escala de laboratério. A clarificagdo comprometeu a multiplicagcao celular, sem
afetar a viabilidade, o que pode afetar o reaproveitamento do fermento para novas
bateladas de fermentacao. A adi¢cao de nitrogénio protéico influiu positivamente na
manutencao da viabilidade celular, podendo assim propiciar melhor qualidade do
fermento reciclado; alterou a formacédo de alcoois superiores, aumentando a
formacdo de propanol e reduzindo a de isobutanol e de alcool isoamilico. O
beneficio da adicdo de N protéico também ocorreu na reducédo do tempo de
fermentacdo. A complementacdo do mosto de caldo de cana com N protéico que

contenha formas assimilaveis é recomendada.

Palavras-chave: fermentacéo alcodlica; cachaca; clarificacdo do caldo; nitrogénio

protéico; levedura; Saccharomyces.

THE EFFECT OF PROTEIC NITROGEN ON THE ALCOHOLIC FERMENTATION

SUMMARY
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Studies on the addition of nitrogen source in alcoholic fermentation have
been conducted using nitrogen fertilizers as ammonium sulphate, superphosphates
and urea, but applied for alcohol production. In small sugarcane distilleries the
sugarcane juice complementation with nitrogen can constitute a benefical practice
in yeast multiplication and cellular growth, and also for the improvement of
fermentation yield and productivity. Mineral nitrogen sources, many times show
controversial results. Several authors verified that the nitrogen complex source,
influenced the ethanol yield, yeast biomass and other alcoholic fermentation
parameters. The goal of this work is to evaluate the influence of sugarcane juice
clarification on proteic nitrogen content of juice, and by otherhand the addition of
proteic nitrogen souce - yeast extract on the fermentation parameters and volatile
compounds produced. The sugarcane juice clarification reduced the cellular
multiplication, without affecting the cell viability, and endanger yeast recycling for a
new fermentation. The proteic nitrogen additions enhanced cellular viability and
ensure yeast recycling operation. Higher levels of proteic nitrogen affected the
synthesis of volatile superior alcohols, increasing propilic formation and reducing
isobutilic and isoamilic alcohol. Proteic nitrogen addition also reduced fermentation
time.

Key words: ethanol fermentation; sugarcane liquor; juice clarification; proteic
nitrogen; yeast; Saccharomyces.

1. INTRODUCAO

A fermentacdo para obtencdo de cachagca em pequenos e médios
produtores artesanais é conduzida pelo processo de cortes e/ou decantagdo, com
duragao de cerca de 30 horas. Esse tempo é substancialmente maior que o de 8 a
10 horas de destilarias de alcool que operam com 0 processo de separacao de
células com centrifugacdo e seu reaproveitamento. Assim, nas destilarias

artesanais de cachagca a qualidade do fermento reciclado € comprometida e a
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complementacéo nitrogenada do mosto pode constituir uma pratica benéfica na
multiplicacdo e no crescimento celular do fermento, e consequentemente para a
melhoria dos indices de eficiéncia, rendimento e produtividade do processo,
conforme também opina Ribeiro, Lopes e Ferrari (1987). Fontes nitrogenadas
minerais, bastante empregadas, mostram resultados muitas vezes controversos.

Estudos de fermentagcédo foram realizados por Pulzatto (2000) com diversas
cepas de levedura, em condicbes de laboratério em mosto sintético, contendo
fonte de nitrogénio amoniacal e com teores variados de nitrogénio protéico,
correspondendo a 3, 6 e 9 g/L de extrato de levedura. A producédo especifica de
células (Yx/s) aumentou linearmente com o aumento do nitrogénio protéico no
meio. Também foram positivamente influenciados o teor de etanol no vinho e o
rendimento da fermentagédo, conforme equacdes de segundo grau ambas com r=
+1,00.

O rendimento da fermentacédo é uma importante caracteristica de economia
da producgdo, e no caso da cachaga pode afetar diretamente a sua qualidade.
Vinhos com teor alcodlico padronizado certamente originam destilados igualmente
mais padronizados (OLIVEIRA, 2001).

Jorgensen (1959) ao discutir resultados de outros pesquisadores, bem
como Henschke & Jiranek (1994), relatam que o nitrogénio organico assimilado
pelas leveduras alcodlicas sdo aminoacidos, amidas e pequenos peptideos, uréia
e amoénia, utilizando-se de varios sistemas de transporte e absorcdo. Os
substratos naturais (com nitrogénio organico) sdo mais adequados a incorporagao
de nitrogénio que os substratos amoniacais.

Durante a fase de crescimento da levedura, o nitrogénio € rapidamente
assimilado, pois fornece precursores para a sintese de aminoacidos e acidos
nucléicos, dando suporte a altas taxas de crescimento e produgcado de biomassa, e
estimulando a atividade fermentativa (HENSCHKE & JIRANEK, 1994; PULZATTO,
2000).

Em média o caldo de cana contém 200-600 ppm de nitrogénio, do qual
cerca de 60% esta presente como aménia e amino-compostos. Os compostos

nao-agucares nitrogenados presentes no caldo de cana compreendem amidas de
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aminoacidos (como asparagina e glutamina), compostos de alto peso molecular
(proteinas) e aminoacidos (SHARMA & JOHARY, 1984).

A cachaca é usualmente produzida a partir da fermentacdo do caldo de
cana bruto, sem qualquer tratamento de clarificacdo. Segundo Honig (1974) o
caldo de cana possui material disperso, que consiste principalmente de terra,
particulas de bagaco, cera, proteinas, gomas, pectinas, taninos e materiais
corantes. A clarificacdo do caldo de cana reduz os nao-acucares e coldides, e
diminui a turbidez do caldo (KOMEN, 1966). Do ponto de vista da clarificacao, os
compostos mais importantes a serem eliminados sao os sais, proteinas e gomas
(JENKINS, 1966).

O aquecimento do caldo até a ebulicdo, sem adicdo de cal, provoca a
formacao de flocos de coldides que centrifugados representam uma quantidade de
0,05 a 0,1 g/L. Este precipitado € composto principalmente de nao-agucares
nitrogenados (6-25 mg/L), lipideos - material analogo a ceras (3-15 mg/L),
pentosanas (3-5 mg/L), sesquioxidos de ferro e aluminio (2-7 mg/L) e calcio,
fosforo, magnésio e silica (HONIG, 1974).

Marieller (1950) mostra que a clarificacdo do caldo de cana promove uma
precipitacao total das albuminas, o que resulta na reducao do nitrogénio total no
caldo clarificado. As fragcdes de nitrogénio amoniacal, aminico e amidico ndo sao
alteradas pela clarificagao.

Novaes (1995) afirma e descreve que nao ha variedades de cana que
sejam especificas a produgédo de aguardente, pois as pequenas diferencas na sua
composicao fisico-quimica muito provavelmente ndo teriam qualquer influéncia na
qualidade da bebida final. As variedades de cana devem ser adaptadas as
condigdes edafoclimaticas da regido onde se encontra instalada a unidade
industrial, com a finalidade de apresentar elevada produtividade de acucar por
area.

O pH do caldo de cana (matéria-prima sadia) varia entre 5,2-5,8 (LIMA,
1975). Ferreira (2002) verificou que em condicdes de inéculo 10® células
vidveis/mL, o pH inicial do meio mostrou influéncia no metabolismo da levedura

(Saccharomyces cerevisiae). Em pH 3,5 a eficiéncia e o rendimento foram maiores
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que em pH 5,0. Segundo Novaes et al. (1974), durante a fermentacdo a acidez
aumenta, enquanto o pH diminui, devido a formacao de acidos organicos.

O efeito da temperatura na velocidade das reagdes bioquimicas é bem
conhecido. Segundo Jones, Pamment e Greenfield (1981) a temperatura 6tima
para a fermentacao é de 5-10 °C acima do 6timo para o crescimento da levedura,
que para Watson (1987) encontra-se na faixa de 25-30 °C. Porém, Alves (1994)
ressalta que estas consideragdes ndo condizem com o fato de que nas regides
tropicais a temperatura do processo facilmente atinge 40 °C. Stupiello & Horii
(1981) afirmaram que a reproducao de células pode ocorrer até temperatura da
ordem de 38 °C, havendo inibicdo da multiplicacédo a 40 °C na presenca de 8 a
9°GL de etanol.

A utilizacdo de linhagens selecionadas de Saccharomyces cerevisiae na
fabricacdo da cachagca de alambique esta sendo avaliada por alguns
pesquisadores (PATARO et al., 2002) em conjunto com produtores de aguardente
artesanal em Minas Gerais. Oliveira (2001) avaliou 24 linhagens de leveduras
pertencentes a espécie S. cerevisiae e 6 pertencentes a géneros diversos
(Candida, Kloechera, Pichia e Schizosaccharomyces), isoladas de fermentacées
em produtores de aguardente de cana. As linhagens, estudadas em meio sintético,
apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relagdo aos
parametros fermentativos de rendimento da fermentagéo, eficiéncia, e velocidade
especifica de crescimento celular. As linhagens de S. cerevisiae apresentaram
rendimento entre 83 a 91%, enquanto as ndao Saccharomyces o rendimento foi de
24-70%, mostrando que as linhagens de S. cerevisiae sao mais adequadas para a
fermentagdo alcodlica, por serem as leveduras mais tolerantes ao etanol
(OLIVEIRA, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os tratamentos para clarificagdo do
caldo de cana sobre o teor de nitrogénio protéico, estudar a influéncia da adicao
de nitrogénio protéico, em fermentacdes em escala de laboratério, com uma
linhagem selecionada de S. cerevisiae, sobre alguns parametros fermentativos e
sobre a formacao de compostos secundarios.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 6 tratamentos, com 4 repeticoes. CN/SE: caldo de cana
natural, sem adicdo de extrato de levedura; CN/5: caldo de cana natural, com
adicao de 5¢g/L de extrato de levedura (cerca de 2,71g de proteina/L); CN/10:
caldo de cana natural, com adicdo de 10 g/L de extrato de levedura (cerca de
5,429 de proteina/L); CC/SE: caldo de cana clarificado, sem adi¢do de extrato de
levedura; CC/5: caldo de cana clarificado, com adicao de 5 g/L de extrato de
levedura (cerca de 2,71g de proteina/L); CC/10: caldo de cana clarificado, com
adicao de 10 g/L de extrato de levedura (cerca de 5,429 de proteina/L).

O procedimento adotado de clarificacdo foi similar aquele utilizado em
destilarias artesanais de aguardente, que consiste no aguecimento do caldo até
ebulicdo. Foi adotado o procedimento de manter a ebulicdo por 2 minutos,
seguindo o resfriamento em banho de agua fria até temperatura ambiente, e
retirando as impurezas flotadas com uma peneira de malha fina.

Todos os experimentos foram conduzidos com a linhagem de levedura S.
cerevisiae UFMG-A905, proveniente da colecao da Universidade Federal de Minas
Gerais - UFMG, isolada de alambique artesanal, e estudada por Oliveira (2001). A
linhagem foi mantida em "slants" em meio GYMP (glicose 2%, extrato de levedura
0,5%, extrato de malte 1%, NaH»PO4 0,2% e agar 2 %). Para o preparo do indculo,
a partir dos "slants" de manutencgéao, a linhagem foi inoculada em meio de ativacao
(PDA — Potato Agar Dextrose), isto é, estriada em “slants” 24h antes da inoculagéao
em meio para propagacado. Apds 24 horas o in6culo de cada “slant” foi
assepticamente transferido para seis frascos de 250 mL contendo 100 mL de meio
sintético estéril composto de: glicose 40g/L; fosfato diacido de potassio 5g/L;
cloreto de amoénio 5¢g/L; sulfato de magnésio heptahidratado 1,0g/L; cloreto de
potassio 1,0g/L; extrato de levedura 9,0g/L, pH 6,0. Os frascos foram incubados a
temperatura de 32 °C, a 150 rpm, por 10 horas. O conteudo de cada frasco foi
assepticamente transferido para seis frascos de 2 L contendo 1200 mL do mesmo

meio de cultivo estéril; estes foram incubados nas mesmas condigbes anteriores.
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A massa celular foi separada por centrifugacéo, ressuspensa em agua destilada,
lavada duas vezes, e usada como inéculo, com assepsia adequada.

Foi utilizada cana de acglcar da variedade SP71-1406, colhida na véspera
da moagem. A extragao do caldo foi efetuada em moenda de um unico terno. O
caldo de cana-de-acgucar foi diluido a 15 °Brix, com agua destilada. Como fonte de
nitrogénio protéico foi adicionado extrato de levedura (5 e 10g/L). As fermentacoes
foram conduzidas em frascos erlenmeyer de 250mL, com 130mL de mosto,
inoculados com levedura Saccharomyces cerevisiae UFMG-A905 (10%cel.
vidveis/mL) e incubados a 36 £ 1 °C e 150rpm. Foi utilizado extrato de levedura
comercial Prodex Lac SD, com 54,15% de proteina (b.s.), pH 6,78 e 3,05% de
umidade.

A contagem de células e sua viabilidade celular foram determinadas em
camara de Neubauer e corante eritrosina, segundo Bonneu et al. (1991). O tempo
de fermentacao foi estabelecido através dos resultados da cinética de liberacao de
CO.. O nitrogénio total no mosto e no vinho foi determinado pelo método de
Kjeldahl, conforme descrito em Caldas (1998). A acidez total foi determinada por
titulometria, com NaOH 0,025N, segundo ABNT (1997) e o pH foi lido em
potencidmetro digital. Amostras do vinho foram destiladas em microdestilador de
alcool para as determinacbes de etanol e compostos secundarios. O etanol no
destilado foi determinado pelo método espectrofotométrico do dicromato de
potadssio modificado (SALIK & POVOH, 1993). A determinagdo de acucares
redutores totais no mosto foi realizada pelo método de Lane & Eynon (AMORIM,
1996), e no vinho pelo método de Somogy & Nelson (AMORIM, 1996).

As determinacdes de aldeidos, ésteres, alcoois superiores (propanol,
isobutanol e alcool isoamilico, foram realizadas em cromatégrafo a gas Shimadzu
GC-17-A, com auto injetor, detector de ionizacdo de chama, e coluna
cromatografica capilar DB-WAX (30m x 0,25m x 0,25um). As analises foram
conduzidas nas seguintes condi¢des: temperatura do injetor foi de 180 °C e do
detector de 190 °C; programacado de temperatura da coluna: 40 °C (5 min), 20
°C/min até 120 °C (1 min), 30 °C/min até 180 °C (1 min), tempo total da corrida de

13 minutos; gas de arraste utilizado foi o nitrogénio e o ar; injecdes com divisdo de
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fluxo (split) de 1:15; volume de amostra injetado de 1,0uL. Os compostos foram
quantificados com técnica de padrdao externo; os padrées foram preparados em
solucao de etanol a 40% v/v.

Os resultados foram analisados estatisticamente, submetidos a analise de

variancia (Teste F) e comparacao de médias (Teste de Duncan).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A clarificacdo do caldo, geralmente visa a reduc¢ao de formagao de espuma
nas dornas e é obtida pela coagulacao de proteinas mediante o aquecimento. Os
coldides coagulados tendem a flotar no caldo devido a presenca de microbolhas
de ar presas aos conglomerados de particulas coloidais. Essas impurezas flotadas
séo retiradas manualmente ou por transbordamento em um tanque de passagem.

A analise estatistica foi aplicada individualmente para caldo natural e
clarificado, uma vez que a clarificacdo alterou a concentracdo de acucares. Os
valores do coeficiente de variagdo dos diversos resultados mostram a pequena
variabilidade dos resultados nas repeticdes e experimentos, permitindo um maior
grau de confiabilidade na sua interpretagao.

O teor de etanol no vinho mostrou que todos os tratamentos apresentaram
teores entre 8,30 a 8,45%, em média. O rendimento da fermentacéao, isto é, a
quantidade de agucar do mosto transformada em etanol, ndo mostrou alteracao
estatisticamente significativa, e situou-se entre 81 a 82% em média (Tabela 1).
Assim, ndo ocorreram diferengas validas entre o caldo natural e o clarificado, nem
tampouco para a adicao de N protéico. Porém, Pulzatto (2000) verificou que a
concentracao de etanol no vinho aumentou com a adicao de extrato de levedura.

Por outro lado, os resultados de eficiéncia da levedura e de conversao de
acucares mostram que a adicdo de N protéico atuou na atividade fermentativa da
levedura. A eficiéncia diz respeito ao etanol formado em relacdo ao acucar
consumido do substrato. A eficiéncia nada mais é que o fator Y transformado em
porcentagem.
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A adicado de N protéico, em caldo natural e clarificado, reduziu a eficiéncia
da levedura significativamente. Como o0s resultados de microbiologia da
fermentacéo (Tabela 2) ndo mostram maior multiplicagdo em presenca de extrato
de levedura, a justificativa desse resultado é atribuida ao desvio do consumo de
acucar da producédo de etanol para a assimilagdo em carboidratos de reserva. E
reconhecido (FERREIRA, 1998) que a maior viabilidade das células € dependente
do maior teor de carboidratos de reserva. Em concordancia, a conversdao de
acucares mostrou ser maior nos tratamentos com mais condi¢cées de crescimento
celular, que sdo os de caldo natural e aqueles com fonte nitrogenada protéica.
Pulzatto (2000) também constatou que a conversao de substrato € mais elevada
em meios com maiores teores de extrato de levedura e que a quantidade (g) de
células de leveduras produzidas por grama de ART consumido aumentou com o
aumento da adi¢ao de extrato de levedura.

Em auséncia de complementagdo com extrato de levedura, a viabilidade
celular diminuiu drasticamente, tanto no caldo natural quanto no clarificado,
podendo comprometer a sua reutilizagdo como “fermento” ou indculo para outras
fermentacées como € praticado na producédo de aguardente.

Em caldo natural a adi¢cdo de N protéico conduziu a uma reducao no tempo
de fermentacdo, o que equivale a um aumento na produtividade de 12,5%, além
de propiciar um expressivo aumento na viabilidade da levedura (Tabela 2).

Os resultados de acidez e pH (Tabela 1) mostram que os mesmos
aumentaram proporcionalmente a adigdo de extrato de levedura. Embora a acidez
aumente, o pH ndo diminui, uma vez que o extrato tampona o efeito dos acidos
organicos.

A adicao de extrato de levedura provoca dois efeitos distintos. Primeiro, a
sua acidez intrinseca contribui para a elevacao da acidez do meio. Por outro lado,
o0 pH nao mostrou diminuicdo em virtude do elevado poder tamponante do extrato
de levedura, mostrando até mesmo pequena elevagdao. No vinho, os &cidos
organicos produzidos durante a fermentacdo, provocam elevagdo da acidez e

reducao proporcional do pH.
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O N protéico original do caldo foi parcialmente consumido pela levedura na
fermentacédo, resultando um consumo de cerca de 67% do mesmo (Tabela 3). A
maior oferta de nitrogénio protéico conduziu a um relevante aumento no seu
consumo pela levedura, conforme mostra a Tabela 3 e Figura 1.

A clarificagdo por simples aquecimento e eliminacdo de material flotado,
nao resultou na eliminacdo de proteinas (Tabela 3). Esta clarificacdo simulou
aquela conduzida em alguns alambiques artesanais, mostrando que o material
flotado nessas circunstancias ndo contém proteinas. A adicao de 5g/L de extrato
de levedura foi equivalente a um aumento superior a 150% de proteina
originalmente presente no caldo.

Pela Figura 1 observa-se que com a adicao de teores proximos a 0,9% de
extrato de levedura no mosto, o consumo de N protéico pela levedura tende a
atingir um patamar maximo para caldo natural. A levedura mostrou uma demanda
linear em caldo clarificado. Pulzatto (2000) também verificou que a presenca de N
protéico em quantidades adequadas € um fator de extrema importancia para a
multiplicacdo celular da levedura. Assim, durante a fase de crescimento da
levedura, o nitrogénio é assimilado, dando suporte a altas taxas de crescimento e
estimulando a atividade fermentativa.

TABELA 1 - Médias dos tratamentos, andlise de variancia (Teste F) e comparagao
de médias (Teste de Duncan), para os tratamentos com extrato de
levedura (0, 5 e 10g/L), em Caldo Natural e Caldo Clarificado. Anélise
estatistica individual para caldo natural e caldo clarificado.
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Teste F: * significancia ao nivel de 5% de probabilidade; ** significancia ao nivel de 1% de
probabilidade; Teste de Duncan: médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao

CALDO NATURAL (CN) CALDO CLARIFI

Og/L 5S¢/l 10g/L Og/L S5g/L.

Rendimento da fermentacao (%)

82,75 a 81,45 a 81,15 a 80,04 a 79,95

Teste F ns C.V. 1,12 Teste F ns C.V. 1,
Conversio (%)

90,05 b 92,73 a 92,64 a 82,60 b 90,62

Teste F ** C.V. 0,38 Teste F ** C.V. 0,
Eficiéncia da levedura (%)

91,90 a 87,82 b 87,10 b 96,91 a 88,39

Teste F ** C.V. 1,46 Teste F ** C.V. 1,

Etanol no vinho (%)
8,42 a 8,29 a 8,26 a 8,45 a 8,39
Teste F ns C.V. 1,40 Teste F ns C.V. 1,.

Acidez no mosto (mg dc.acético/100g amostra)
55,00 c 73,00 b 97,00 a 52,00 c 70,00
Teste F ** C.V. 0,08 Teste F ** C.V. 0,1

pH no mosto

553 ¢ 590 b 6,00 a 553 ¢ 5,81
Teste F ** C.V. 0,37 Teste F ** CV. 0
Acidez no vinho (mg dc.acético/100g amostra)
229,00 ¢ 236,00 b 251,00 a 244,00 ¢ 250,00
Teste F ** C.V. 1,01 Teste F ** C.V. 0,5
pH no vinho
3,89 ¢ 422 b 4,51 a 388 ¢ 4,22
Teste F **  C.V. 0,45 Teste F ** CV. (

Tempo final(horas)
8 | 7 | 7 | 8 | 8

nivel de 5% de probabilidade; C.V.: coeficiente de variagao.
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TABELA 2 - Resultados de contagem de células e viabilidade celular no mosto inoculado
e no vinho; crescimento celular no vinho em relacdo ao mosto, nos
tratamentos de Caldo Natural e Clarificado, sem extrato de levedura (SE) e

com 5 e 10g/L de extrato.

MOSTO VINHO NOVAS CELULAS
cel. cel. viabilidade cel. cel. viabilidade mortas vivas
vivas mortas % vivas mortas % x 108 x 108
x 10 x10° x10®  x10°
CALDO NATURAL (CN)
SE 5,80 0,56 91,22 5,96 1,80 76,61 ¢ 1,30 1,64
5 4,78 0,39 92,31 5,41 0,79 87,06 a 0,50 1,03
10 4,78 0,37 92,86 5,89 0,78 87,39 a 0,46 1,43
CALDO CLARIFICADO (CC)
SE 4,11 0,31 92,99 4,56 1,63 77,50 c 1,07 1,77
5 4,94 0,41 92,37 4,29 0,82 85,40 ab 0,17 -
10 3,86 0,29 93,11 3,64 0,77 82,16 b 0,40 0,26
Teste F o
C.V. 2,34

Teste F: * significAncia ao nivel de 5% de probabilidade; ** significancia ao nivel de 1% de
probabilidade; Teste de Duncan: médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade; C.V.: coeficiente de variacéo.

TABELA 3 - Médias dos tratamentos, andlise de variancia (Teste F) e comparagao
de médias (Teste de Duncan), para proteina no mosto e no vinho, para
os tratamentos com extrato de levedura (0, 5 e 10g/L), em Caldo
Natural e Caldo Clarificado.

Teste F: * significancia ao nivel de 5% de probabilidade; ** significancia ao nivel de 1% de
probabilidade; Teste de Duncan: médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao

CALDO NATURAL (CN) CALDO CLARIFI
EXTRATO DE LEVEDURA
Og/L Sg/L 10g/L Og/L 5g/L.
Proteina no Caldo (%)
0,21f 0,54 ¢ 0,87 b 0,22 ¢ 0,50 ¢
Teste F ** C.V.
Proteina no Vinho (%)
0,07 f 0,22d 0,47 b 0,08 e 0,24 ¢
Teste F ** C.V.
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nivel de 5% de probabilidade; C.V.: coeficiente de variagao.
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FIGURA 1. Consumo de proteina, nos tratamentos de Caldo Natural e Clarificado.
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Os teores de aldeidos (Tabela 4) ndo foram elevados (32,74 a 49,49
mg/100 mL de &lcool anidro) e ndo mostraram uma relacdo definida com a
clarificacdo e com a adicado de N protéico. Oliveira (2001) encontrou teores
considerados mais baixos (16,00 mg/100 mL de alcool anidro) para aldeidos em
vinhos de fermentagbes obtidas com a mesma linhagem de levedura, em meio
sintético. Estes compostos desempenham um importante papel no
desenvolvimento de sabores, possuem um "threshold" muito baixo, e tendem a ser
considerados como "off-flavours" (BERRY, 1995). Trata-se da fracdo mais volatil
das bebidas alcodlicas (NYKANEM, 1986), e que tém um odor pronunciado. Os
aldeidos sao formados durante a fermentacédo através da oxidacdo de alcoois,
degradacado oxidativa de Strecker de aminoacidos e auto-xidacdo de &cidos
graxos insaturados (NYKANEN & SUOMALAINEN, 1983).

Os teores de ésteres (Tabela 4) ndo foram elevados (32,28 a 38,66 mg/100
mL de alcool anidro) e os resultados também ndo mostraram uma relagao definida
com o tratamento de clarificacdo e com o teor de N protéico. Oliveira (2001)
encontrou niveis de produgao deste composto mais baixos (7,60 mg/100 mL de
alcool anidro), em vinhos de fermentacbées com a mesma linhagem de levedura
UFMG-A905, em meio sintético. O acetato de etila é o mais abundante éster das
bebidas alcodlicas; os ésteres apresentam odor agradavel de frutas e sao
considerados compostos importantes de aroma nas bebidas alcodlicas
(LEHTONEM & JOUNELA-ERIKSON, 1983). Em quantidades excessivas,
conferem aroma indesejavel e enjoativo (MAIA, 1994).

Os teores dos alcoois superiores, propanol, isobutanol e alcool isoamilico
formam quantitativamente o maior grupo de compostos responsaveis pelo aroma e
sabor das bebidas alcodlicas. Sabe-se que estes compostos fazem parte dos
principais alcoois superiores produzidos pelas leveduras e sao formados a partir
de carboidratos e de aminoacidos, respectivamente na rota de biossintese de
aminoacidos e na de catabolismo dos mesmos (NIKANEM & SOUMALAINEM,
1983; PIGOTT et al., 1989). Verifica-se que os teores de propanol foram mais

elevados nos caldos fermentados com a adicdo de extrato de levedura e que os
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teores de alcool isoamilico e isobutanol foram menores nos caldos com extrato de
levedura (Tabela 4). Varios pesquisadores envolvidos com o estudo de
aguardente relatam que teores elevados de propanol estdo correlacionados com
aguardentes de qualidade inferior (ALMEIDA & BARRETO, 1971). A Figura 2

mostra a acao da adicao de N protéico nos teores dos compostos secundarios.
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TABELA 4 - Médias dos tratamentos, andlise de variancia (Teste F) e comparacao
de médias (Teste de Duncan), para aldeidos, ésteres, propanol,
isobutanol e &lcool isoamilico e &lcoois superiores totais presente no
vinho.

Teste F: * significancia ao nivel de 5% de probabilidade; ** significancia ao nivel de 1% de
probabilidade; Teste de Duncan: médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao

CALDO NATURAL (CN) CALDO CLARIF

og | ser [ 1001 0g/L 5e/L

Aldeidos (mg/100mL dlcool anidro, em acetaldeido)

32,74 c 43,68 ab 41,02 abe 43,94 ab 49,49
Teste F * C.V.
Esteres (mg/100mL alcool anidro, em acetato de etila)
32,28 b 32,85b 34,96 ab 36,46 ab 37,21
Teste F ns C.V.
Propanol (mg/100mL dlcool anidro)
63,95 ¢ 86,01 ab 87,85 a 62,40 c 82,51
Teste F ** C.V.
Isobutanol (mg/100mL dlcool anidro)
152,35 a 113,86 cd 118,47 c 144,51 b 105,5
Teste F ** C.V.
Alcool Isoamilico (mg/100mL 4lcool anidro)
354,57 a 337,17b 320,83 ¢ 357,59 a 331,2
Teste F ** C.V.
Alcoois Superiores Totais (mg/100mL dlcool anidro)
570,87 a 537,04 b 527,15 be 564,50 a 519,31
Teste F ** C.V. .

nivel de 5% de probabilidade; C.V.: coeficiente de variacéo.

64



acetaldeido (mg/100mL aa

Al
)

n-propilico (mg/100mL aa

50

.
40 y = -0,3293x? + 3,2055x + 38,34
r=0,70
.
30 ‘ ‘
0 5 10
g/L de extrato de levedura
90

80

70

60

y =2,1095x + 66,688
r=0,84 ¢

g/L de extrato de levedura

65

ésteres (mg/100mL aa)

\
)

isobutilico (mg/100mL aa

40 y =0,244x + 34,183
r=044 ¢

0 5 10
g/L de extrato de levedura

160 y =-3,3305x + 141,07

150 r:0,77
140

130

g/L de extrato de levedura



360 y =-3,585x + 354,77

y =-4,806x + 562,53

©
©

o r=0,98 —E' 570 r=0,89
© 350 o
e o
S L
2 340 £
S S
£ 2
= ]
g 33 5
= o
e 3
g 30 @
= o
Q
°
310 - \ ‘ ©

0 5 10
g/L de extrato de levedura g/L de extrato de levedura

FIGURA 2. Equacédo e Coeficiente de correlagéao (r) entre os teores de N protéico e os
diversos compostos secundarios no vinho, nos tratamentos de Caldo Natural
e Clarificado

4. CONCLUSOES

A clarificacao do caldo comprometeu a multiplicacao celular, sem afetar a
viabilidade. O uso de caldo nao clarificado surge como mais indicado.

A adicdo de nitrogénio protéico influiu positivamente na manutengdo da
viabilidade celular, podendo assim propiciar melhor qualidade do fermento
reciclado.

A adicdo de N protéico alterou a formagdo de alcoois superiores,
aumentando a formacao de propanol e reduzindo a de isobutanol e de alcool
isoamilico.

A complementacdo do mosto de caldo de cana com N protéico que

contenha formas assimilaveis é recomendada.
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RESUMO

Foi estudada a influéncia da concentracao alcodlica e da acidez no perfil de
percepcdo sensorial de aguardente de cana pelos provadores, detectando
igualdades ou diferencas na avaliacdo sensorial de atributos tipicos de aroma e
sabor do produto. Foi utilizada uma aguardente recém-destilada, que foi
submetida a diluicdo e acidificagcdo com 4&cido succinico, originando quatro

amostras para provas. Concluiu-se que a concentragdo alcodlica e a acidez nao
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influiram na avaliacdo sensorial dos atributos tipicos da aguardente. A diluicdo da
aguardente nao contribui para a maximizagdo da percepcao de diferencas entre
duas amostras, nem tampouco a variacdo da acidez mascara a expressao
sensorial dos atributos devidos aos componentes secundarios da aguardente
representados principalmente por aldeidos, alcoois superiores, ésteres e acidos

organicos.

Palavras chave: aguardente; analise sensorial, cachaca;

SUGARCANE LIQUOR SENSORY PROFILE IN FUNCTION DILUTION SAMPLE
AND ACIDITY VARIATION

SUMMARY

The present study goal was going to investigate the alcoholic concentration
influence and of the acidity in the sugarcane liquor sensory perception profile by
the provers, about the equalities or differences detection in the product aroma and
flavor typical attributes sensory evaluation. It was going used a sugarcane spirit
recently-distillate, which was going submitted at dilution and acidification with
succinic acid, originating four samples for proofs. It concluded that the alcoholic
concentration and the acidity didn't influence the brandy typical attributes sensory
evaluation. The sugar cane spirit dilution doesn't contribute for greatest of the
differences perception between two samples, neither at acidity variation masked
the attributes sensory expression due to the represented sugarcane liquor
secondary components mostly for aldehyde, superior alcohols, esters and organics
acid.

Key Words: sugar cane spirit; sensory analysis, cachaca
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1. INTRODUCAO

A Aguardente de cana tem sua composi¢cdo normatizada pelo Decreto
Federal n° 2314 de 04/09/97, e pela Portaria n° 371 do Ministério da Agricultura,
de 18/09/1974, como sendo uma bebida com graduacao alcodlica de 38-54% de
etanol em volume, a 20°C, obtida da destilacao do mosto fermentado de cana-de-
acucar (BRASIL, 1997). Deve se enquadrar no Padrao de Identidade e Qualidade,
com base na legislagdo brasileira (BRASIL, 1997), que especifica que os
componentes secundarios volateis (soma de aldeidos, acidos volateis, ésteres,
furfural e alcoois superiores) nao podem ser inferiores a 200mg/100mL de alcool
anidro. Qualitativamente, os principais componentes do sabor da aguardente sao
0s mesmos encontrados nas demais bebidas alcodlicas (MAIA, 1994).

Uma boa aguardente ndo deve possuir em sua composicdo teores nao
permitidos de substancias que possam ser nocivas ao consumidor mesmo quando
estas nao prejudiqguem as propriedades sensoriais da bebida (cor, aroma, sabor).
Assim, a cachaca deve ser submetida aos controles de qualidade quimico e
sensorial. Uma bebida quimicamente aprovada, mas cujos atributos sensoriais nao
agradem ao consumidor, estara fadada ao insucesso. Por outro lado, uma bebida
de excelente qualidade sensorial pode apresentar em sua composicao
substancias indesejaveis, em teores elevados, e ndo serem detectados pelo
apreciador (ISIQUE et al., 2002).

O sabor das bebidas alcodlicas € formado por inUmeros compostos
organicos volateis, que conferem a bebida seu odor e gosto tipico. Esses
compostos podem ser divididos em varios grupos de acordo com sua natureza
quimica. Alcoois superiores, acidos graxos e ésteres formam quantitativa e
qualitativamente os grupos mais importantes presentes nas bebidas alcodlicas,
sendo os alcoois superiores os mais abundantes (LEHTONEN & JOUNELA-
ERIKSSON, 1983; BERRY, 1995).

Em aguardentes produzidas por diferentes linhagens de leveduras Oliveira
(2001) verificou variacbes nos teores e nas relagdes entre 0s principais compostos
volateis, mas estas nao resultaram em diferencas perceptiveis em relacdo a

aceitacao do aroma, sabor e impressao global das aguardentes.
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O sabor perceptivel é aquele resultante da combinacdo de varios
componentes; apesar das diferentes bebidas destiladas serem distinguidas uma
das outras por suas caracteristicas sensoriais, nao se verifica grande diferenga na
sua composicao quimica (COLE & NOBLE ,1995).

Cardello & Faria (1998), pesquisadores envolvidos com estudos de
producdo e qualidade da aguardente, destacam que apesar da importancia
econdmica e social da aguardente brasileira, sdo ainda muito escassos os estudos
sobre sua qualidade sensorial. Porém, as crescentes exigéncias do mercado tém
feito crescer a preocupacédo com a qualidade dessa bebida.

Estudos em alimentos e bebidas, visando relacionar os componentes
responsaveis pelo aroma e sabor com sua qualidade, sdo monitorados com
andlise sensorial que continua sendo, ainda, a Unica forma de avaliar a aceitagao
dos mesmos diretamente através da percepg¢ao humana (STONE & SIDEL, 1993).

Quando pessoas sao usadas como instrumento de medida, é necessério
controlar cada uma das condigcbes e métodos de avaliagdo, para reduzir erros,
podendo-se considerar como erro toda influéncia estranha que prejudique o bom
resultado do teste sensorial (TEIXEIRA, 1995).

Os testes sensoriais sao incluidos como uma garantia de qualidade na
industria de alimentos e bebidas, devido a representarem uma medida
multidimensional integrada, com importantes vantagens, como: ser capaz de
identificar a presenga ou auséncia de diferencas perceptiveis, definir
caracteristicas sensoriais importantes de um produto de forma rapida, ser capaz
de detectar particularidades que ndo podem ser detectadas com outros
procedimentos analiticos, e ainda ser capaz de avaliar a aceitacdo de produtos
(MUNOZ et al., 1992).

A analise descritiva quantitativa, metodologia bastante aplicada para
caracterizacdo dos atributos sensoriais de alimentos e bebidas, foi utilizada por
Cardello & Faria (1998) para estudar o perfil sensorial da aguardente de cana
envelhecida em tonéis de carvalho. Marcellini (2000) também utilizou a
metodologia de anadlise sensorial descritiva quantitativa para tracar o perfil

sensorial de amostras de aguardentes comerciais, envelhecidas e tradicionais.
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2. MATERIAL E METODOS

Uma vez que certos grupos que industrializam aguardente
utilizam a pratica da diluicdo do produto para realizacdo de anédlise
sensorial, com o intuito de salientar caracteristicas sensoriais
negativas, o presente estudo foi realizado para verificar se esta
pratica pode ser ttil as técnicas tradicionais, e investigar tanto a
influéncia da concentragdo alcodlica como da acidez no perfil de
percepcdo sensorial de aguardente de cana pelos provadores, sobre a
deteccdo de igualdades ou diferencas na avaliacio sensorial de
atributos tipicos de aroma e sabor do produto, caracterizando-se
(qualitativa e quantitativamente) estes atributos.

Foi utilizada uma aguardente de cana produzida com uma linhagem de
Saccharomyces cerevisiae (UFMG - A1605), isolada de fermentacdo de um
produtor de cachaca artesanal.

Essa aguardente foi produzida na Planta Piloto de Processamento do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (FEA - UNICAMP), tendo sido destilada
em alambique de cobre. Essa aguardente foi selecionada, dentre outras, com
base nos padrdes de qualidade e identidade da bebida e considerando apresentar

baixa acidez e alcoois superiores em teores adequados (Tabela 1).

TABELA 1 - Teor alcodlico (%v/v), compostos volateis (mg/100 mL &lcool anidro) e pH na
aguardente produzida por Oliveira (2001).

Aguardente  °GL' AcVol®  Actald® AcEtil* Prop>  AlSup® CVT’  pH
UFMG A1605 39,2 38,52 1439 1453 11,36 316,63 384,07 4,67

" Grau Alcodlico (%V/v); * Acidez volatil em acido acético; ° Acetaldeido; * Acetato de Etila; ° Propanol;
® Alcoois superiores;  Compostos Volateis Totais.
Fonte: (OLIVEIRA 2001).

A partir dessa aguardente foram preparadas quatro amostras para o estudo
sensorial. As amostras preparadas (Tabela 2) diferem quanto a concentracao

alcodlica mediante sua diluicdo com agua desmineralizada, como também na sua
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acidez mediante a adicdo de &acido succinico. As quatro amostras diferem,

portanto, na concentracao alcodlica e acidez:

TABELA 2 - Amostras de aguardente preparadas para o estudo sensorial,
variando o teor alcodlico e a acidez.

Amostras GN/SA GD/SA  GN/CA GD/CA"
% etanol v/v, a 20°C 39 20 39 20
mg acido acético/100mL etanol 48 24 90 48
mg acido acético/100mL aguardente 18,5 10 35 19

' GN/SA = Grau Alcodlico Normal/Sem Acidificacdo; GD/SA = Grau Alcodlico Diluido/Sem Acidificacao;
GN/CA = Grau Alcoodlico Normal/Com Acidificagéo; GD/CA = Grau Alcodlico Diluido/Com Acidificagao;

Pré-selecao da Equipe

Para pré-selecionar provadores com base em seu poder
discriminativo, foram realizados testes triangulares.

Inicialmente, conforme a metodologia, 30 provadores
foram avaliados por sua capacidade em reconhecer diferencas entre
duas amostras. Considerando que foram conduzidos oito testes
triangulares, foram selecionados aqueles que obtiveram mais de
70% de acertos nos oito testes aplicados. Para a andlise dos dados
do teste triangular, foi utilizado o testey” (qui-quadrado), conforme
Roessler & Alder (1972). As amostras contaram com a adi¢@o de
sacarose e a diferenciacdo ao nivel de significancia desejado (0,1%)
ocorreu com a adi¢do de 4% de agucar, em uma outra aguardente,
também produzida por Oliveira (2001). Este nivel de significancia
de 0,1% entre as duas amostras foi avaliado através de um teste
triangular realizado com 30 provadores, preliminarmente.

Dentre os candidatos aprovados, foi priorizado escolher os
provadores que mostraram disposi¢do, dedicacdo e disponibilidade
de tempo para participar da equipe sensorial na etapa de anélise
descritiva quantitativa das aguardentes e se submeterem a um
treinamento adequado.

Levantamento da Percepcao de Atributos

Doze provadores foram utilizados para o levantamento dos termos
descritivos, através do método de rede de Kelly (Kelly's Repertory Grid Method"),
descrito em Moskowitz (1983). Os provadores receberam as amostras aos pares,

em todas as combinacdes, e descreveram termos descritores do aroma e sabor
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segundo sua percepcao (por exemplo, salgado, capim, garapa, etc.) em ficha

apropriada.

Depois do levantamento dos termos, a equipe se reuniu
varias vezes, e através de um debate, foram escolhidos os termos
mais apropriados e importantes, que realmente descrevessem os
atributos das amostras.

A partir dos atributos escolhidos, foi elaborada uma Ficha
de Avaliagdo com uma escala ndo estruturada, de 9 centimetros,
ancorada nos pontos extremos, tendo a esquerda o termo "fraco” ou
"nenhum", e a direita "forte" para cada atributo.

Definicao e referéncias dos atributos selecionados

Com os 12 provadores pré-selecionados, foram realizadas véarias sessoes
de treinamento, para padronizagcdo das notas dos provadores, de forma que se
situassem na mesma regiao da escala. Essa padronizacdo é realizada com a
apresentagao das amostras referéncias dos extremos das escalas.

As referéncias foram escolhidas em fungdo dos termos descritivos

escolhidos e por sugestées da equipe.

Selecdo dos provadores

Foram realizados os testes para a selecao da equipe definitiva para a
andlise descritiva quantitativa, ja utilizando a ficha elaborada com as escalas de
intensidade para os termos definidos.

Os provadores foram selecionados com base nas seguintes caracteristicas:
poder de discriminacdo entre as amostras, repetibilidade e concordancia com a
equipe.
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Para isto foi realizada analise de variancia (ANOVA) com duas fontes de
variacdo (amostra e repeticdo) para cada atributo e para cada provador. Foram
avaliados os valores para Famostra € Frepeticao de cada provador.

Foram selecionados os provadores com valores de Famosta Significativo
(p<0,50) e Frepeticao NA0O significativo para (p>0,05) e concordancia com as médias
da equipe.

Avaliacao das Amostras

As amostras foram servidas a cada provador da equipe, selecionada e
treinada, em laboratorio com cabines individuais, em caélices incolores de vidro
transparente e codificados. Os calices eram cobertos com vidro de relégio, que
eram retirados no momento do teste.

Todas as amostras foram apresentadas de forma monadica, com trés

repeticoes aleatorias, num total de 12 sessdes por provador.

Analise dos dados

Com os dados coletados, foi realizada analise de variancia (ANOVA) de
dois fatores (amostra e provadores) com interacao para cada atributo. Foi aplicado
o teste de Tukey para comparacao das médias das amostras. Foi realizada
também a Analise de Componentes Principais.

As analises estatisticas foram realizadas através dos programas do pacote
estatistico SAS (SAS, 1993).

As médias foram apresentadas de forma tabular e grafica, e a analise de

componentes principais através de graficos bidimensionais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O perfil sensorial das amostras de aguardente foi tracado aplicando-se
Andlise Descritiva Quantitativa (STONE & SIDEL, 1993). Dezesseis candidatos
foram utilizados para o levantamento dos termos descritores.

Através de reunides realizadas com a equipe pré-selecionada de
provadores, foram escolhidos os termos mais apropriados e importantes, que
realmente descrevessem os atributos de aroma e sabor das amostras, para a
elaboragédo da ficha de avaliacdo definitiva. Também foram estabelecidas as
definicdes para cada termo e as referéncias para os pontos extremos da escala,
para cada atributo, visando a fase de treinamento dos provadores.

A partir da lista obtida através do método de rede, os atributos escolhidos
pelos membros da equipe sensorial (pré-selecionada anteriormente), foram: aroma
alcodlico, aroma agressivo, sabor alcodlico, sabor agressivo, sabor adocicado,
gosto amargo e gosto &cido.

Com o termos descritores gerados foi elaborada a ficha de avaliacdo para
tracar o perfil sensorial das amostras.

No treinamento para os testes, os provadores participaram de varias
sessodes, nas quais eles tomavam contato com as referéncias e amostras, para
determinagdo de uma meméria sensorial do que representaram 0s pontos
extremos da escala para cada termo descritor.

As referéncias, abreviaturas e definicdes dos termos descritores gerados

para as amostras de aguardente encontram-se na Tabela 3.
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TABELA 3 - Definicbes e referéncias para os termos descritores levantados pelos
provadores.

Termo Descritor

Definicao

Referéncias

Aroma Alcodlico
(AAL)

E o aroma caracteristico de
etanol

"Fraco": etanol 20%

"Forte": etanol 45%

Aroma Agressivo |E o impacto agressivo do|"Fraco": aguardente
(AAG) aroma inicial envelhecida 20%

"Forte": etanol 45%
Sabor Alcodlico |Sabor caracteristico de | "Fraco": etanol 18%

(SAL)

solugdes alcodlicas

"Forte": etanol 44%

Sabor Agressivo
(SAG)

E o impacto agressivo do sabor
inicial

"Fraco": aguardente
envelhecida 18%

"Forte": etanol 45%

Sabor Adocicado
(SAD)

E o gosto doce percebido no
instante em que uma
determinada substancia entra
em contato com os botdes

"Fraco": etanol 20%

"Forte": etanol 20% contendo
4% de agente adocante

gustativos
Gosto E o} gosto amargo, | "Nenhum": agua destilada
Amargo caracteristico de cafeina
(GAM) "Forte": etanol 38% com
cafeina a 0,5%
Gosto E o gosto &cido, caracteristico |"Fraco": etanol 20%
Acido de frutas citricas
(GAC) "Forte": etanol 20% contendo

0,15% de acido citrico
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Selecao dos provadores para a analise descritiva quantitativa

Na Tabela 4 estdo expressos os resultados dos niveis de significancia (p)
de Famostra Para cada provador, em relagdo a cada atributo. Foi observada uma
maior variagdo de poder de discriminacdo entre os provadores. Porém, de um
modo geral, 11 dos 12 provadores apresentaram valores de Famostra Significativos
ao nivel de 50%, em pelo menos seis dos sete atributos avaliados, ou seja,
capacidade para discriminar as amostras a esse nivel de significancia em 86% dos
parametros, o que representa um nivel de discriminacao aceitavel (Tabela 4). De
acordo com estes critérios, os doze candidatos pré-selecionados foram
selecionados, mas onze provadores compuseram a equipe sensorial definitiva.

Na Tabela 5 estdo expressos os resultados dos niveis de significancia (p)
de Frepeticao para cada provador, em relacdo a cada atributo. Foram selecionados
os provadores com os valores de p de Fiepeiicao N@0 significativo (p>0,05).
Provadores com p de Fiepeiicio <0,05 ndo devem ser selecionados por possuirem
baixo nivel de repetibilidade. Porém, de maneira geral, os resultados revelaram
uma alta reprodutibilidade dos provadores, pois apenas um dos provadores

apresentou valor de Fiepeticao Significativo (p<0,05) para mais de um atributo.

TABELA 4 - Resultados dos niveis de significancia (p) de f amostra para cada provador, em
relacdo a cada atributo.

Provador AAL AAG SAL SAG SAD GAM GAC)

P1 0,0006 0,0494 0,0194 0,1282 0,0002 0,7171  0,0114
P2 <,0001  <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,0265 0,0186
P3 0,0057 0,0074 <,0001 0,0002 0,0187 0,2146 0,1783
P4 0,0068 0,0190 <,0001 0,0002 0,0056 0,0170 0,3581
P5 0,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,9015 0,5259 0,0284
P6 0,0037 0,0195 <,0001 0,0025 0,1858 0,4065 0,0014
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P7 0,0057 0,0004 <,0001 <,0001 0,0515 0,2586 0,1441

P8 0,1046 0,0018 0,0153 0,0243 0,1040 <,0001  0,0081
P9 0,0391 0,0002 <,0001 <,0001 0,0640 0,0139 0,0238
P10 0,0001 <,0001 0,0012 <,0001 0,1523 0,0017  0,3942
P11 <,0001  <,0001 0,0028 <,0001 0,1184 <,0001 0,0005
P12 0,0003 0,0102 <,0001 0,0059 0,1714 0,0855 0,5538

MAAL = Aroma Alcodlico; AGG = Aroma Agressivo; AS = Sabor Alcoodlico; SAG = Sabor
Agressivo; SAD = Sabor Adocicado; GAM = Gosto Amargo; GAC = Gosto Acido.

TABELA 5 - Resultados dos niveis de significancia (p) de f repeticao Para cada provador, em
relacdo a cada atributo.

Provador  AAL AAG SAL SAG SAD GAM GAcC!

P1 0,0394 0,5120 0,6439 09947 0,774 0,8801 0,4637
P2 0,9929 0,3904 0,0360 1,0000 0,0085 0,9489 0,3585
P3 0,0183 0,0070 0,0415 0,1535 0,2103 0,6420 0,4363
P4 0,7965 0,5936 0,9884 09512 0,717 0,7108 0,5753
P5 0,5344 0,0298 0,6975 0,0889 0,9998 0,6054 0,3497
P6 0,3421 0,2174 0,5846 0,4287 0,2874 0,0974 0,2144
P7 0,5827 0,1512 0,8237 0,3423 0,6499 0,9880 0,4435
P8 0,9997 0,9370 0,7825 0,9600 0,2194 0,9677 0,8017
P9 0,9981 0,5532 0,3732 0,2424 0,9996 0,7297 0,5181
P10 0,1275 0,7301 0,5041 0,9090 0,3161 0,2102 0,0214
P11 0,1503 0,2594 0,2109 0,0032 09152 0,9535 0,0529
P12 0,7012 0,2617 0,1600 0,2390 0,0960 0,0096 0,3661

WAAL = Aroma Alcodlico; AGG = Aroma Agressivo; AS = Sabor Alcoodlico; SAG = Sabor
Agressivo; SAD = Sabor Adocicado; GAM = Gosto Amargo; GAC = Gosto Acido.

Analise Descritiva Quantitativa

A Tabela 6 contém os resultados das médias. Através da diferenga minima

significativa (DMS) obtida através do teste de médias de Tukey (p<0,05), foi
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realizada a comparagdo entre as médias. Numa mesma coluna, as medias
marcadas com letras em comum nao diferem entre si.

A andlise de variancia dos resultados (fontes de variacdo: provador,
amostra e interacdo entre amostra e provador), mostrou que houve diferenca
significativa entre as amostras 1 e 3 (Aguardentes a 39% de etanol) e as amostras
2 e 4 (Aguardentes a 20% de etanol) em relagdo aos atributos: aroma alcodlico
(AAL), aroma agressivo (AAG), sabor alcodlico (SAL), sabor agressivo (SAG).

Para o atributo gosto acido (GAC), a amostra 3 (Aguardente Acidificada a
39% de etanol) obteve média significativamente maior (p<0,05) em relacdo as
amostras nao acidificadas (Aguardente a 39% e 20% de etanol, 1 e 2,
respectivamente). A amostra 4 (Aguardente Acidificada a 20% de etanol) também
obteve média significativamente maior em relacao a amostra 2 (Aguardente a 20%
etanol). Porém, as amostras de Aguardente Acidificadas a 39% e 20% de etanol
(3 e 4, respectivamente), nao diferiram significativamente em relagdo ao gosto
acido.

Nao houve diferenga significativa entre as quatro amostras em relagéo ao
atributo sabor adocicado (SAD).

Para o atributo gosto amargo (GAM) a amostra 3 (Aguardente Acidificada a
39% de etanol) obteve média significativamente maior (p<0,05) em relacdo a
amostra 4 (Aguardente Acidificada a 20% de etanol) e as amostras nao
acidificadas (Aguardente a 39% e 20% de etanol, 1 e 2, respectivamente). A
amostra 4 (Aguardente Acidificada a 20% de etanol) diferiu significativamente em

relacdo a amostra 3 (Aguardente a 39% de etanol).

TABELA 6 - Média dos atributos para as aguardentes e comparagao pelo teste de tukey!",
para aguardentes com graduacdo normal e diluida, e sem ou com
acidificacao.

Amostra AAL AAG SAL SAG SAD GAM GAC®
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GN/SA 717a 7,22a 7,37 a 750a 2,73a 3,75b 3,94 bc
GD/SA 1,73b 1,37Db 1,86 b 1,42b 285a 2,56 ¢ 3,21 ¢
GN/CA 7,38a 7,32a 7,34 a 767a 266a 4,71a 5,05a
GD/CA 206b 161D 2,43 b 242b 3833a 3,63b  425ab

DMS®) 0,5258 0,5925 0,5980 0,5214 0,9058 1,0619  0,8731

" "médias seguidas pela mesma letra numa mesma coluna ndo diferem entre si estatisticamente

(p=0,05); @ diferenca minima significativa entre as médias; ® AAL = Aroma Alcodlico; AGG = Aroma
Agressivo; AS = Sabor Alcodlico; SAG = Sabor Agressivo; SAD = Sabor Adocicado; GAM = Gosto
Amargo; GAC = Gosto Acido.

O perfil sensorial das amostras encontra-se registrado na Figura 1, e para
uma melhor visualizacédo, foram construidos quatro gréaficos, cada um com o perfil
sensorial de cada aguardente, separadamente.

No "gréafico estrela" é representada a intensidade média de cada atributo
em um eixo de dimensao igual a escala utilizada pelos provadores na avaliacao do
produto, tomando-se o ponto central como zero e apenas sugere similaridades e
diferengas entre as amostras.

A Figura 1 evidencia que as aguardentes com 39°GL (amostras 1 e 3)
apresentaram aroma alcoolico, aroma agressivo, sabor alcodlico e sabor
agressivo de forma mais pronunciada que as demais amostras. Todas as
aguardentes apresentaram praticamente a mesma intensidade dos atributos
sabor adocicado. O gosto acido foi percebido com a mesma intensidade nas
aguardentes acidificadas a 39% e a 20% de etanol (amostras 3 € 4).

A analise multivariada dos dados sensoriais, realizada através de Analise
de Componentes Principais (ACP), foi efetuada empregando-se o valor de cada
atributo obtido por cada provador a cada amostra, em cada repeticéo.

Na representacao grafica da ACP (Figura 2), onde as configuragcdes dos
atributos sensoriais das aguardentes e a distribuicdo bidimensional dos mesmos
foram representadas, cada eixo explica uma porcentagem da variacao total que

existe entre as amostras.
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Verifica-se que 77,77% da variacao ocorrida entre as amostras foi explicada
pelo primeiro eixo (Componente Principal 1). Os Componentes Principais 1 € 2
explicaram juntos 92,97% da variagao ocorrida entre as amostras. Isto demonstra
que os descritores empregados discriminam satisfatoriamente as amostras
analisadas.

Nesta andlise, vetores de tamanho reduzido indicam atributos nas quais as
amostras pouco diferem entre si. A Figura 2 mostra vetores que possuem
tamanhos equivalentes entre si, portanto sdo atributos que tém importancia
semelhante para explicar as varia¢cdes entre as amostras.

De acordo com Munoz et al (1992), em uma figura que represente a ACP,
vetores com medidas mais distantes de zero, correspondem a variagées com
maior influéncia sobre o valor do Componente Principal, enquanto que, vetores
mais préximos de zero, indicam que correspondem a uma variavel com pequena
influéncia sobre o Componente Principal. Portanto, nem todos os atributos
gerados para as amostras de aguardentes correspondem a variagdes de grande
influéncia.

Os atributos GAC, GAM, SAG, SAM, AAG, AAL (positivamente) e SAD
(negativamente) contribuiram com maior peso sobre a variabilidade associada ao
primeiro eixo.

As amostras 1 e 3 ficaram bem distintas das amostras 2 e 4, marcadas
pelas localizagbes bem definidas de cada uma no gréafico bidimensional.

O experimento apresentou repetibilidade razoavel, evidenciada pelo
agrupamento dos pontos representativos de cada amostra.

Na ACP, as amostras localizaram-se proximas dos vetores (atributos) que
as caracterizam. Portanto, as amostras 1 e 3 ficaram caracterizadas por SAG,
SAL, AAL, AAG, GAM e GAC. A amostra 3 ficou caracterizada pelo GAM, GAC e
SAD e a amostra 2, apenas pelo SAD.
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A andlise conjunta dos resultados das médias dos atributos,
da representacdo do "grafico estrela” e da andlise de componentes
principais, mostram que a concentragdo alcodlica e a acidificacao
das aguardentes ndo resultaram na atribui¢do de qualidade
diferenciada para as aguardentes. Ou seja, os resultados coletados
com a ADQ concluem que a diferente diluicdo da aguardente,
embora detectada pela equipe sensorial, ndo contribui para a
percepcdo de outros atributos possiveis na aguardente. E com
relacdo a acidez, acrescentada pela adicao de dcido succinico (ndo
volétil, com caracteristicas de sabor descrito como amargo/salgado,
sem participacdo significativa no aroma), também ndo resulta para a
percepcdo de outros atributos de qualidade da aguardente. Isto €, o
aumento da concentra¢do hidrogenidnica (H") ndo é um fator de
modificacdo da percep¢ao de outros possiveis atributos de qualidade
da aguardente; assim, a presenca de dcidos organicos que sao
componentes normais de uma aguardente (dcido acético e outros)
influenciam a qualidade e percepcao por suas caracteristicas
proprias de aroma e sabor.

FIGURA 1 Perfil sensorial em gréfico estrela com as médias dos atributos das
aguardentes com diferentes graduacgdes alcodlicas e acidez

aguardente /39°GL Aguardente/20°GL
AAL AAL
GAC AAG GAC AAG
CGAM SAL GAM SAL
SAD SAG SAD SAG
GN/SA GD/SA
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Aguardente Acidificada/39°GL

AAL

GAC AAG
GAM SAL
SAD SAG
GN/CA

Aguardente Acidificada/ 20°GL

AAL

GAC

GD/cA P

SAG

AAG

SAL

1 = aguardente 39°GL; 2 = aguardente 20°GL; 3 = aguardente acidificada 39°GL; 4 = aguardente

acidificada 20°GL.;
AAL = Aroma Alcodlico; AGG = Aroma Agressivo; AS = Sabor Alcodlico; SAG = Sabor Agressivo;

SAD = Sabor Adocicado; GAM = Gosto Amargo; GAC = Gosto Acido.

FIGURA 2 - Figura bidimensional da analise de componentes principais das
aguardentes.

87



2,5

X

o

N 1,5 +

0

~

S 05+

D)

£ I

o

@ -0,5 +

c

(]

c

(o]

& 1,5+

(o]

(&)

-2,5
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
Componente Principal 1 (77,77%)
—O— Amostra 1 —A— Amostra 2 {1— Amostra 3 —O— Amostra 4

1 = aguardente 39°GL; 2 = aguardente 20°GL; 3 = aguardente acidificada 39°GL; 4 =
aguardente acidificada 20°GL.;

AAL = Aroma Alcoolico; AGG = Aroma Agressivo; AS = Sabor Alcodlico; SAG = Sabor Agressivo;
SAD = Sabor Adocicado; GAM = Gosto Amargo; GAC = Gosto Acido.

4. CONCLUSOES
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A concentragdo alcodlica e a acidez ndo influenciaram a
deteccdo de igualdades ou diferencas na avaliacdo sensorial da
aguardente.

A dilui¢do da aguardente nao contribui para a percepg¢ao de
outros atributos possiveis na aguardente.
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RESUMO

Para a producdo de cachaca em processo artesanal ndao ha estudos
especificos sobre as carateristicas fermentativas da levedura assim como sobre a
qualidade da bebida, envolvendo a complementacao nitrogenada e em especifico
a aplicagdo de N protéico. Os resultados obtidos de trabalhos anteriores, em
escala de laboratério, indicaram que em destilarias artesanais de aguardente a
complementacédo nitrogenada protéica do mosto pode constituir uma pratica
benéfica na multiplicagdo e no crescimento celular do fermento, e
consequentemente para a melhoria dos indices de eficiéncia, rendimento e
produtividade do processo. Neste trabalho, em escala piloto, a adicdo de
nitrogénio protéico influiu positivamente na manutengdo da viabilidade celular,
podendo assim propiciar melhor qualidade do fermento reciclado. Também se
observou redugédo no tempo de fermentacdo. A adicdo de nitrogénio protéico ao
mosto para a producdo de cachaga nao interferiu na aceitacdo sensorial da

bebida. A andlise dos componentes secundarios ndao mostrou alteracao
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consistente como resposta a aplicagdo de N protéico. A complementacdo do
mosto de caldo de cana com N protéico em formas assimilaveis pela levedura,
pode ser uma pratica Gtil na otimizacao do processo de fermentagao alcodlica para
producao de cachaca.

Palavras-chave: fermentacdo alcoodlica; cachacga; nitrogénio protéico; levedura;

Saccharomyces; compostos volateis; andlise sensorial.

THE ADDITION OF PROTEIC NITROGEN ON FERMENTATION FOR THE
PRODUCTION OF SUGARCANE LIQUOR

SUMMARY

For artisanal process of sugarcane liquor production there are no studies
related about nitrogen addition nor beverage quality, involving nitrogen
complementation and in specific N proteic addition. The results of previous studies
in laboratory scale showed that sugarcane juice complementation with proteic
nitrogen can constitute a benefical practice in yeast multiplication and cellular
growth, and also for the improvement of fermentation yield and liquor productivity.
In this study the proteic nitrogen influenced positively the cell viability, and can
ensure yeast recycling operation. It was also observed a reduction in fermentation
time. The proteic nitrogen addition in the juice didn't affect the sensory acceptance
of sugarcane liquor, and also didn't result in different levels of volatile compounds.
Assimilable forms of proteic nitrogen can be helpfull on the optimization of alcoholic

fermentation.
Key words: ethanol fermentation; sugarcane liquor; proteic nitrogen; yeast;

Saccharomyces, volatile compounds; sensory analysis.

1. INTRODUCAO
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A producdo de cachaca no Brasil esta buscando uma imagem fortemente
vinculada a qualidade da bebida e investindo no desenvolvimento de um mercado
consumidor mais exigente, de modo a diversificar e desvincular-se parcialmente
de sua linha tradicional de bebida popular.

Segundo Oliveira (2001) a adequacao de procedimentos tecnoldgicos de
processo € um passo preliminar importante para alterar a microbiota e a(s)
levedura(s) com condicbes de dominancia no processo de fermentagdo para
producao de aguardente. As leveduras ndo sao dominantes per si, mas em
determinadas condi¢des ou processos.

A producdo de aguardentes em escala piloto foi estudada por Oliveira
(2001), com diferentes linhagens de leveduras, e as aguardentes obtidas
apresentaram variacdo nos teores de compostos secundarios, que todavia nao
ocasionaram diferencas significativas em relacdo aos atributos sensoriais de
aroma, sabor e impresséao global.

A populagéo responsavel pela fermentacdo do caldo-de-cana é constituida
normalmente por leveduras e bactérias (PATARO et al.,, 2002). Durante a
multiplicagao do fermento natural e no decorrer da fermentag¢édo, ha uma sucessao
de linhagens de leveduras, sendo a espécie predominante Saccharomyces
cerevisiae. Ocorrem também leveduras apiculadas Kloeckera japonica e espécies
de Candida, Kluyveromyces e Pichia, cuja presenca ja é detectada no caldo de
cana extraido (MORAIS et al., 1997; PATARO et al., 1998; PATARO et.al., 2000).

O processo de fermentacdo mais utilizado por produtores de cachaga
artesanal é o de batelada simples com reciclagem do in6culo sedimentado. O
volume do inéculo sedimentado equivale normalmente a 20% do volume da dorna
de fermentagdo. Segundo Schwan et al. (2001) este inéculo consiste de uma
populacdo mista de leveduras em torno de 3,6 x 10° UFC/mL, e de 3,6 x 10*
UFC/mL de bactérias.

Nas destilarias artesanais de cachaca a qualidade do fermento reciclado é
comprometida e a complementacao nitrogenada do mosto pode constituir uma

pratica benéfica na multiplicagdo e no crescimento celular do fermento, e
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consequentemente para a melhoria dos indices de eficiéncia, rendimento e
produtividade do processo, conforme opina Ribeiro, Lopes e Ferrari (1987). Fontes
nitrogenadas minerais, bastante empregadas, mostram resultados muitas vezes
controversos (VASCONCELQOS, 1987; RIBEIRO, LOPES E FERRARI, 1987;
PINOTTI, 1991). Pulzatto (2000) verificou que a producdo especifica de células
de levedura (Yx/s) aumentou linearmente com o aumento do nitrogénio protéico no
meio de fermentacado sintético, assim como foram positivamente influenciados o
teor de etanol no vinho e o rendimento da fermentacgéao.

O objetivo deste estudo foi avaliar a adicao de nitrogénio protéico no caldo
de cana sobre o crescimento da levedura, tempo e caracteristicas da fermentacao,
e qualidade quimica e sensorial da cachacga. Outro aspecto foi avaliar o efeito da
adicao de N protéico em fermentacées conduzidas com duas linhagens de
levedura isoladas de destilarias de cachaca artesanal, e a conducdo de
fermentacbes com reciclo da levedura decantada, em escala piloto simulando o

processo artesanal de produgao de cachaga.

2. MATERIAL E METODOS

Foi utilizada cana-de-acucar da variedade RB 72454 e a extracao do caldo
foi efetuada em moenda de um Unico terno, sendo coado em tela de aco
inoxidavel e pano de algodao, e diluido a 14 °Brix.

Como fonte de nitrogénio protéico utilizou-se o extrato de levedura Merk®.
Para avaliar preliminarmente outras fontes de nitrogénio protéico, foi conduzido
um experimento com isolado protéico de soja (Samprosoy 90 LH produzido pela
Bunge Alimentos) e com um extrato protéico artesanal preparado em laboratério, a
partir de graos de soja (EPA).

Para a conducao das fermentacbes em escala piloto foram utilizadas duas
linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae, UFMG-A905 e UFMG-A1676,
provenientes da colecdo da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG,

isoladas de alambique artesanal, e estudadas por Oliveira (2001).
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Cada cepa foi mantida em "slants" em meio GYMP. Para o preparo do
indculo, a partir dos "slants" de manutencéo, a cepa foi inoculada em meio de
ativacao (PDA — Potato Agar Dextrose), isto €, estriada em “slants” 24h antes da
inoculacdo em meio para propagacao. Apds 24 horas o indculo de cada “slant” foi
assepticamente transferido para seis frascos de 250 mL contendo 100 mL de meio
sintético estéril composto de: glicose 40g/L; fosfato didcido de potassio 5g/L;
cloreto de aménio 5¢g/L; sulfato de magnésio heptahidratado 1,0g/L; cloreto de
potassio 1,0g/L; extrato de levedura 9,0g/L, pH 6,0. Os frascos foram incubados a
temperatura de 32°C, a 150 rpm, por 10 horas. O conteddo de cada frasco foi
assepticamente transferido para seis frascos de 2 L contendo 1200 mL do mesmo
meio de cultivo estéril; estes foram incubados nas mesmas condicbes anteriores.
A massa celular foi separada por centrifugacao, ressuspensa em agua destilada,
lavada duas vezes, e usada como indculo, com assepsia adequada. Este
procedimento completo foi repetido por 3 vezes para obtencdo de massa celular
suficiente.

A massa celular produzida em cultura pura (cerca de 800 mL de suspenséao
com 10° células/mL) era suficiente para inocular cerca de 15 L do mosto da
primeira batelada e obter uma concentracdo de 108 células/mL, ndo somente para
assegurar uma fermentacdo mais rapida como simular o que ocorre nas
fermentacbes em unidades produtoras de aguardente.

As fermentacOes foram efetuadas em sistema de batelada simples, com
reaproveitamento das células de levedura por sedimentacéo (reciclo do pé-de-
cuba). Foram conduzidas em tanque cilindrico de ago inoxidavel encamisado
(diametro 50 cm e altura 54 cm), com 40 L de mosto. A temperatura média de
37°C do mosto, foi controlada através de um banho-maria dotado de bomba de
circulacao e conectado a camisa do tanque de fermentagdo. Para agitacdo do
mosto foi utilizado um agitador mecanico, a 20 rpm. Foi estabelecida a realizagao
de até 7 fermentagdes consecutivas (1 fermentacdo inicial inoculada com a
suspensao de cultura pura de fermento e até 6 ciclos de reaproveitamento do pé-

de-cuba).
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Para a conducao de cada batelada de fermentagao o tanque era alimentado
com cerca de 15 litros de mosto (cerca de 1/3 do volume total de mosto), que era
inoculado com o fermento; na primeira batelada o fermento era proveniente de
cultura pura. Nas demais bateladas o fermento provinha do reciclo das células da
fermentagdo anterior. Quando o teor de acucares do mosto era reduzido de
14°Brix para cerca de 10 a 8°Brix, pela atividade fermentativa, o volume de mosto
era completado para 40 L. O mesmo procedimento foi adotado para as
fermentacdes seguintes com reciclo do fermento. O final de cada fermentacao foi
determinado pela estabilizacdo da leitura de °Brix, isto é, com a leitura de dois
valores iguais e consecutivos, em periodo de 1 hora entre as amostragens. Ao
final das fermentagcées uma amostra do vinho foi coletada para a determinagao do
teor de etanol e viabilidade celular. A contaminacdo bacteriana foi monitorada
apenas para fins de controle de processo (SILVA, 1995) . Em seguida, o vinho foi
deixado em repouso por duas a trés horas, para decantar a maior parte das
células de levedura. Um volume de 35 L do sobrenadante foi retirado do tanque de
fermentacdo, dos quais 30 L foram conduzidos para destilacdo. As destilagdes
foram realizadas com os vinhos obtidos nas fermentacbes 1, 3,5e 7.

Aos 5 litros de fermento decantado restante na dorna era adicionado cerca
de 3 L de agua potavel para diluir o vinho, e propiciar melhor decantacao. Apés,
era separado o sobrenadante e recolhido o pé-de-cuba para dar seqiéncia a uma
proxima batelada, com o reciclo do fermento. Este fermento decantado era tratado
com &cido sulfarico 50%, com redugéo do pH para 2,0 - 2,5, com um tempo de
residéncia de 1 hora e meia, com o objetivo de controlar possivel contaminagao
bacteriana presente. Quando nao era possivel iniciar uma nova batelada no
mesmo dia, o pé-de-cuba recolhido era guardado em geladeira, sem o tratamento
acido, até o dia seguinte.

A destilacao do caldo fermentado foi realizada em um alambique de cobre
de capacidade util de 30 litros, com condensador/resfriador. O aquecimento foi
conduzido com bicos a gas, e a temperatura do vinho foi controlada entre cerca de

91-97°C, para manter a vazao do destilado em torno de 1 litro/hora.
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A aguardente destilada foi coletada em recipientes de vidro de 700 mL. A
seguir as fracbes nos recipientes foram sendo misturadas, na ordem de sua
obtencao, até atingir a concentragdo média de 43,5 °GL que foi estabelecida como
padrao. A incorporacdo da fracdo cabeca teve como critério o fato de que as
aguardentes representadas apenas pela fracdo coragdo tornar-se-iam mais
similares em sua composi¢ao, podendo mascarar diferengas entre os tratamentos.

As aguardentes foram produzidas em dois ensaios, descritos a seguir e
constaram de uma fermentacdo em batelada inoculada com cultura pura e até
mais seis fermenta¢des com fermento reciclado:

A) Ensaios com aplicagao de nitrogénio protéico na forma de extrato
de levedura (5g de extrato/L, que representam 3,28g de proteina/L), com
leveduras Saccharomyces cerevisiae linhagens UFMG-A905 e UFMG-A1676. Os
tratamentos para cada levedura foram: SE - sem adicao de extrato de levedura;
CE - com adi¢ao de extrato de levedura;

B) Ensaios com a levedura Saccharomyces cerevisiae linhagem
UFMG-A905 e aplicacao de nitrogénio protéico nas formas de isolado protéico de
soja Samprosoy® LH 90, (3,6 de Samprosoy/L, que representam 3,31g de
proteina/L), e outro ensaio com adi¢do de extrato protéico artesanal (EPA) obtido
em laboratério, (CAMARA, 1982;TANABE & ROSA, 1982; ASAKURA et
al., 1983), a partir de graos de soja (50g/L de EPA, que representam 2,05g de
proteina/L).

No experimento com EPA a complementacdo com N protéico foi reduzida
de 40 ppm para 25%, em média, em relacao ao N total do mosto. Esta reducao na
complementacao teve o objetivo de adequar a proteina consumida em cerca de
90% daquela presente no mosto complementado, uma vez que este foi
aproximadamente o consumo maximo na fermentag&o inicial e primeiros reciclos,
em alguns experimentos anteriores.

A contagem de células e sua viabilidade celular foram determinadas em
camara de Neubauer com corante eritrosina, segundo Bonneu et al. (1991). O
nitrogénio total no mosto e no vinho foi determinado pelo método de Kjeldahl,
conforme descrito em Caldas (1998). A acidez total foi determinada por
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titulometria, com NaOH 0,025N, segundo ABNT (1997) e o pH foi lido em aparelho
digital. Amostras do vinho foram destiladas em microdestilador de alcool para as
determinagbes de etanol, pelo método espectrofotométrico do dicromato de
potassio modificado (SALIK & POVOH, 1993). A determinacdo de acguUcares
redutores totais no mosto foi realizada pelo método de Lane & Eynon (AMORIM,
1996), e no vinho pelo método de Somogy & Nelson (AMORIM, 1996).

Nas cachagas obtidas foram determinados o teor de etanol, compostos
volateis e acidez. A determinacdo do grau alcodlico foi realizada em densimetro
Anton Paar. As determinacdes de aldeidos, ésteres, propanol, isobutanol e alcool
isoamilico, foram realizadas em cromatografo a gas.

Oito cachacas, dentre um total de 14 produzidas, foram submetidas a
andlise de aceitacao através de testes sensoriais, utilizando-se escala hedénica
estruturada de nove pontos (STONE & SIDEL, 1993). Optou-se pela analise das

cachagas obtidas da primeira e quinta fermentacao (4° reciclo).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho em escala piloto foi delineado para conducao de fermentacoes
em batelada e com reciclo do fermento, visando avaliar a manutencdo da
viabilidade da levedura, simulando a pratica nas unidades artesanais produtoras
de aguardente.

Na presenca de extrato de levedura a viabilidade da linhagem UFMG-A905
€ maior do que na sua auséncia (Tabela 1), sendo que mesmo na auséncia de
complementacao de N protéico a multiplicagcdo deficiente originou massa celular
insuficiente ja para o primeiro reciclo. No tratamento com a complementagéo a
viabilidade manteve-se elevada até o final do experimento (6 reciclos), e a massa
celular produzida também. Os tempos de fermentacdo foram notavelmente
reduzidos nos tratamentos com maior quantidade de células totais de levedura
que por sua vez sao funcao da complementagdao com fontes de nitrogénio protéico

(Tabela 1 e Figura 1). Estes resultados positivos estdo de acordo com os
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resultados verificados por Pulzatto (2000). Jeronimo (2004) constatou que adi¢ao
de nitrogénio protéico influiu positivamente na manutengéo da viabilidade celular,
podendo assim propiciar melhor qualidade do fermento reciclado.

A levedura UFMG-A1676 mostrou-se flotante, com intensa flotagéo a partir
da terceira fermentacdo. A massa de células flotadas, certamente com atividade
fermentativa reduzida, mostrava uma parte imersa e outra elevando-se sobre a
superficie do vinho, como uma crosta. Como essa massa se formava e se
mantinha mesmo sob a agitacdo da dorna, e também ndo se desfazia por meios
préprios, o procedimento adotado foi de despreza-la na recuperacao do fermento.
Parte das células também formavam grumos que se aderiam firmemente a
superficie interna da dorna, ndo sendo recuperadas com o vinho. A contagem e
observacado microscopica mostra a tendéncia das células permanecerem unidas
em grupos de 4 a 6 assim como um colar. Todavia, 0 que se observa é que
mesmo com a perda de grande massa celular e com reducdo da quantidade de
fermento, a adicdo de extrato manteve a viabilidade e permitiu a continuidade até
o 62 reciclo, como planejado (Tabela 1). Nessas condicées, o tempo de
fermentacéao elevou-se.

Na Tabela 1 verifica-se que para a linhagem UFMG-A905 a concentracao
de células no indculo manteve-se ao redor de 10° células/mL, porém considerando
que o volume de inéculo decantado foi variavel, a quantidade de células totais
reduziu-se de valores préximos a 10'? para 10'! na auséncia de adi¢do de extrato
de levedura. Nas fermentacdes com a levedura UFMG-A1676 flotada nos ultimos
reciclos, observou-se nestes também uma reducao das células totais de levedura.

Os resultados indicam que para a linhagem de levedura flotante deve ser
atribuida maior atencao ao seu comportamento na fermentacéo, contrapondo-se a
possivel vantagem de decantar rapidamente.

Na auséncia de extrato de levedura a massa de fermento foi bastante
reduzida e o tempo de fermentacdo ultrapassou 70 horas ja no primeiro reciclo,
tanto para a levedura UFMG-A905, como para a UFMG-A1676 (Tabela 1). Este
resultado inviabilizou a continuidade dos reciclos e do proprio experimento, na

auséncia de complementag¢do com N protéico.
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O teste com o0 uso de Samprosoy® (Tabela 2) mostrou que este pode ser
uma alternativa para o extrato de levedura, uma vez que tem um custo cerca de
20 vezes menor por unidade de peso de N protéico. A adicdo de Samprosoy®,
que é um isolado protéico de soja, mostrou também uma boa multiplicacdo e
viabilidade da levedura. Todavia, 0 tempo de fermentagcédo praticamente dobrou
em relagdo ao extrato de levedura.

O extrato protéico artesanal de soja (EPA) foi preparado com o objetivo de
ser uma outra alternativa de menor custo. O seu uso também mostrou efeito
similar (Tabela 3) ao Samprosoy®.

O teor de etanol no vinho variou entre um minimo de 3,40 e maximo de
7,68%, sempre mais elevado nos tratamentos com adicdo de extrato de levedura
(Tabela 4). Com adicao de extrato de levedura a variagdo limitou-se a faixa de
5,90 a 7,68, excluindo as fermentagdes da UFMG-A1676 onde ocorreu flotacao
intensa. Os teores de etanol no vinho também foram mais elevados nos
tratamentos com adicdo de Samprosoy® e EPA. Com Samprosoy® variaram de
6,00 a 7,80% e com EPA entre 7,06 a 7,50% (Tabelas 5 e 6). Os teores de ART
no mosto foram mantidos em torno de 14% em todas as fermentacdes, o que foi
planejado para obter uma melhor padronizacdo nos experimentos em relagao as
condig¢des de fermentagao.

O rendimento da fermentacgao, isto €, a quantidade de agucar do mosto
transformada em etanol, situou-se entre 38 a 92%, aproximadamente (Tabelas 4,
5 e 6). Com a adicao de N protéico (extrato de levedura, Samprosoy® e EPA) os
rendimentos variaram entre 65 a 92% aproximadamente, excluindo as
fermentacoes com flotagdo intensa de UFMG-A1676. Novaes (1995) relata que o
rendimento da produgdo de alcool na maioria das destilarias de aguardente varia
de 60 a 75% em relagéo aos agucares presentes no mosto.

As Tabelas 4 e 5 também apresentam o volume total das aguardentes,
obtidas com a destilagdo de 30 litros de vinho das fermentacbes 1, 3, 5 e 7. Os
vinhos obtidos com as fermentacdes do tratamento com extrato protéico artesanal
de soja (EPA) nao foram destilados para a obtencdo de aguardente. Com a

linhagem UFMG-A905, em geral, os maiores volumes foram obtidos com a
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fermentacdes realizadas com a adicdo de N protéico, tanto na forma de extrato de
levedura quanto de Samprosoy®. Para a UFMG-A1676 a floculacdo intensa
interferiu no rendimento da fermentacdo e consequentemente na producédo da
aguardente.

Segundo Pulzatto (2000) a presenca de N protéico em quantidades
adequadas é um fator de extrema importancia para a multiplicacdo celular da
levedura; durante a fase de crescimento da levedura, o nitrogénio € assimilado,
dando suporte a altas taxas de crescimento e estimulando a atividade
fermentativa.

No mosto o teor de N protéico original da cana variou entre 55 a 67% do N
protéico total no mosto complementado, lembrando que essa variagéo é devida ao
uso de cana coletada em diferentes periodos para a conducado dos ensaios. O
teor de N protéico monitorado nos mostos preparados ainda sem adicdo de N
protéico, variou entre 406 a 685 mg/L. A quantidade adicionada foi de 328 mg/L de
N protéico, na forma de extrato de levedura, de 331 mg/L de Samprosoy® e de
205 mg/L de EPA. As Tabelas 7, 8, e 9 apresentam o teor de proteina nos mostos
a serem fermentados, nos vinhos e a percentagem de proteina consumida.

Na complementacao com extrato de levedura o consumo médio foi 74% do
N disponivel. Com adicao de Samprosoy® e de EPA o consumo médio foi de
cerca de 84 e 89%, respectivamente. O que se observou é o N protéico original no
caldo de cana é praticamente totalmente consumido, o que significa que esta em
forma assimilavel pela levedura. Do ponto de vista nutricional da levedura, os
resultados mostram que o N protéico presente no caldo é insuficiente para suprir a
nutricdo da levedura em fermentacdo. Assim, ajustes nos niveis dos nutrientes
disponiveis para a levedura, de modo a equilibrar seus efeitos benéficos sobre a
viabilidade celular e o metabolismo fermentativo com niveis adequados de
compostos secundarios da fermentacao sdo necessarios (VASCONCELQOS, 1987;
RIBEIRO et al., 1987; ABRAMOV et al., 1994; DOMINGUEZ et al., 1997; ).

O consumo mais elevado de N protéico nas primeiras fermentacoes, de
experimentos com adicao de extrato de levedura e de Samprosoy®, indicam que a

levedura apds consumir maior quantidade de N protéico, atinge um estado
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nutricional adequado e reduzindo a sua demanda por N protéico nas fermentacdes

subsequentes.
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células totais de levedura no inéculo

FIGURA 1 - Dispersdo dos resultados de quantidade de células totais de
levedura (vivas e mortas) no inéculo e o tempo de
fermentacdo em caldo de cana, englobando todos os
resultados obtidos nos experimentos sem adicao de extrato,
com extrato de levedura, Samprosoy® e Extrato Protéico
Artesanal de Soja (EPA).
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TABELA 1 - Resultados microbiolégicos da levedura nos inéculos e tempo
de fermentacao, com e sem a adicao de N protéico na forma
de extrato de levedura .

n®cel/mL  viabilidade n®cel total tempo
log (%) log (horas)
Fermentagéo* Levedura SEM AD|QAO DE EXTRATO DE LEVEDURA
1 905 9,6990 83,0 12,6990 23
2% 9,3424 85,0 11,7738 78
1 1676 9,6021 95,0 12,4472 27
Pl 9,2304 92,5 11,8325 72

COM ADIGAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

1 905 9,8157 84,0 12,7202 12
2 9,4771 90,0 12,3802 12
3 9,4472 95,5 12,3502 12
4 9,5563 98,4 12,7024 12
5 9,4472 97,0 12,6776 12
6 9,3010 99,7 12,6315 11
7 9,4771 98,2 12,6232 21
1 1676 9,5563 93,0 12,5105 15
2 9,2788 93,0 12,5798 12
3 9,1461 90,0 12,3222 13
4 9,1139 87,0 11,8921 30
5 9,3010 93,0 11,7482 41
6 9,0414 83,0 11,6435 25
7 9,1139 93,3 11,6580 26

*fermentagdo 1 (inicial): inéculo preparado em laboratério; fermentacédo 2 a 7:
in6culo obtido do reaproveitamento das células da fermentacao anterior.

** fermento em condi¢cdes ndo adequadas para proceder a continuidade dos reciclos.

*** flotagao intensa da levedura.
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TABELA 2 - Resultados microbiolégicos da levedura nos indculos e tempo
de fermentacdo, com a adicdo de N protéico na forma de
isolado protéico de soja (Samprosoy®).

n®cel/mL  viabilidade n® cel total tempo
log (%) log (horas)
Fermentagdo* Levedura COM ADIGAO DE SAMPROSOY®
1 905 9,3424 92,8 12,1875 18
2 8,7160 94,6 11,6191 39
3 8,6021 95,5 11,6021 34
4 8,8977 93,7 12,2380 24
5 9,0414 96,0 12,3424 22
6 8,8129 95,0 12,2900 24
7 9,1761 90,6 12,6532 24

*fermentagdo 1 (inicial): inéculo preparado em laboratério; fermentacédo 2 a 7:
indculo obtido do reaproveitamento das células da fermentacéo anterior.

TABELA 3 - Resultados microbiolégicos da levedura nos indculos e tempo
de fermentacdo, com a adicdo de N protéico na forma de
Extrato Protéico Artesanal de Soja (EPA).

n?cel/mL  viabilidade n?2cel total tempo
log (%) log (horas)
Fermentagcdo* Levedura COM ADIGAO DE EPA
1 905 9,8325 87,0 12,6776 21
9,0000 98,0 12,3010 26
3 8,9685 93,4 12,2695 32

*fermentagdo 1 (inicial): indculo preparado em laboratério; fermentacéo 2 a 3:
in6culo obtido do reaproveitamento das células da fermentacao anterior.
** experimento conduzido até a 32 fermentacéo, conforme planejado.

105



TABELA 4 - Resultados da fermentacdo em etanol no vinho e
rendimento, com e sem a adicado de N protéico na
forma de extrato de levedura.

etanol no vinho  rendimento cachaga****
(VIv) (%) (mL)

Fermentagéo* Levedura SEM AD|QAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

1 905 5,98 67,81 2.795
2" 3,40 37,86

1 1676 6,91 78,48 3.730
2% 4,57 50,50

COM ADIGCAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

1 905 6,53 69,58 3.064
2 6,56 65,35
3 6,83 76,23 3.715
4 7,68 91,66
5 7,00 78,14 3.960
6 5,90 65,86
7 6,86 77,69 3.770
1 1676 6,81 76,20 3.630
2 6,92 81,22
3 6,50 71,41 3.410
4= 4,74 53,22
5 5,30 59,03 2.010
6 4,94 58,71
7 4,60 54,60 1.466

*fermentagdo 1 (inicial): in6culo preparado em laboratério; fermentacéo 2 a
7: in6culo obtido do reaproveitamento das células da fermentacao
anterior.

** fermento em condigbes ndo adequadas para proceder continuidade dos
reciclos.

*** flotacdo intensa da levedura.

*kkk

resultado referente a cachaga com 40% de alcool (v/v).
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TABELA 5 - Resultados da fermentacdo em etanol no vinho e
rendimento, com a adicdo de N protéico na forma de
isolado protéico de soja (Samprosoy®).

etanol no vinho  rendimento  aguardente™*

(V/v) (%) (mL)
Fermentacao* Levedura COM ADICAO DE SAMPROSOY®

1 905 7,19 83,92 3.205
2 6,00 69,85
3 6,03 75,90 2.151
4 6,33 75,43
5 7,65 85,05 3.790
6 7,80 88,79
7 7,60 87,48 4.123

*fermentacdo 1 (inicial): indculo preparado em laboratério; fermentagéo 2 a
7:inéculo obtido do reaproveitamento das células da fermentagao anterior.

** resultado referente a aguardente com 40% de &lcool (v/v).

TABELA 6 - Resultados da fermentacdo em etanol no vinho e
rendimento, com a adicdo de Extrato Protéico
Artesanal de Soja (EPA).

etanol no vinho rendimento
(V/v) (%)
Fermentagdo* Levedura COM ADICAO DE EPA
1 905 7,16 84,00
2 7,50 87,56
3 7,30 81,17

*fermentacgdo 1 (inicial): inéculo preparado em laboratério; fermentagao 2
a 3: in6éculo obtido do reaproveitamento das células da fermentagéo
anterior.
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TABELA 7 - Resultados para proteina no mosto, vinho e consumida,
com e sem a adicao de N protéico na forma de extrato de

levedura.
proteina
Fermentacdo* Levedura SEM ADIGAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

mosto Vinho Proteina Consumida
(mg/L) (mg/L) (%)

1 905 533 41 92,3

2** 558 50 91,0

1 1676 659 20 97,0

2+ 533 18 96,6
COM ADIQAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

1 905 911 106 88,4

2 1013 259 74,4

3 810 327 59,6

4 784 206 73,7

5 810 245 69,8

6 987 304 69,2

7 784 248 68,4

1 1676 734 141 80,8

2 962 127 86,8

3 784 180 77,0

4> 861 192 77,7

5 886 195 78,0

6 734 195 73,4

7 810 253 68,8

*fermentacdo 1 (inicial): in6culo preparado em laboratério; fermentacéo 2 a 7:
inoculo obtido do reaproveitamento das células da fermentacao anterior.

** fermento em condic6es ndo adequadas para proceder continuidade dos
reciclos.

*** flotacéo intensa da levedura
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TABELA 8 - Resultados para proteina no mosto, vinho e consumida,
com a adicao de N protéico na forma de isolado protéico
de soja (Samprosoy).

proteina

Fermentagdo* Levedura COM ADICAO DE SAMPROSOY®
mosto Vinho Proteina Consumida

(mg/L) (mg/L) (%)

1 905 813 53 93,5

2 864 50 94,2

3 813 100 87,7

4 990 206 79,2

5 737 130 82,4

6 813 136 83,3

7 889 265 70,2

*fermentacdo 1 (inicial): in6culo preparado em laboratério; fermentagéo 2 a 7:
in6culo obtido do reaproveitamento das células da fermentacao anterior.

TABELA 9 - Resultados dos tratamentos para proteina com a adi¢cdo de
N protéico na forma de Extrato Protéico de Soja Artesanal

(EPA).
proteina
Fermentacao* Levedura COM ADIGAO DE EPA

mosto Vinho  Proteina Consumida
(mg/L) (mg/L) (%)

1 905 839 88 89,5

2 611 68 88,9

3 763 74 90,3

*fermentagdo 1 (inicial): inéculo preparado em laboratério; fermentagéo 2 a 3:
in6culo obtido do reaproveitamento das células da fermentacao anterior.
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O grau alcodlico (% em volume) das cachacas destiladas em alambique de
cobre foi mantido entre 43,0 a 44,20, excetuando-se a aguardente CE/1676, com
39,1. Assim, todas as cachacas apresentaram teor alcodlico dentro dos limites
exigidos pela legislacao (Tabelas 10 e 11).

A acidez volatil foi o atributo que apresentou a maior amplitude de variacao,
de cerca de 7 a 365 mg/L em &cido acético. As cachagas que mostraram elevada
acidez também apresentaram elevacao no teor de acetato de etila e reducao no
de propanol. Para a levedura UFMG-A905 a adicao de extrato de levedura, as
aguardentes produzidas mostraram teores de compostos volateis individuais
dentro do padrao de identidade da bebida (Tabela 10), sem alteragdes evidentes
em relacdo ao tratamento sem adicdo. A Ultima fermentacdo apresentou uma
aguardente com um teor de acidez cerca de 5 a 7 vezes maior que as demais,
acetato de etila cerca de 5 a 6 vezes maior e propanol cerca de 2 vezes menor.
Embora as diferencas sejam bastante notaveis, 0 modelo estudado ndo permite
comprovar que este efeito estd associado ao uso de extrato de levedura. Dentro
desta analise, pode-se verificar (Tabela 10) que o uso de Samprosoy® nao
causou elevagdo da acidez nem alteracdo nos teores de acetato de etila e
propanol. Para a levedura UFMG-A1676 a adicdo de extrato de levedura esta
associada (Tabela 11) a uma elevacao da acidez e acetato de etila, e reducéo do
propanol. Todavia, esta levedura mostrou-se flotante conforme ja comentado,
podendo esta caracteristica estar também associada as alteragcées nos compostos
volateis. A acidez de uma cachaca é de grande importancia, constituindo um fator
de qualidade, uma vez que durante sua produgdo os acidos reagem com 0sS
alcoois presentes, aumentando a formagdo dos ésteres, que sdao um dos
constituintes responsaveis pelo aroma. O excesso de acidez promove sabor
indesejado e ligeiramente “agressivo” em aguardente de cana, depreciando a
qualidade da bebida (CHERUBIN, 1998). Valores elevados de acidez volatil e
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consequentemente de ndo alcoois sdo atribuidos a destilacdo com maior extracao
de compostos de cauda.

As alteracbes na acidez, acetato de etila e propanol causam variacoes
significativas nas relagées Alcoois Superiores/Ndo Alcoois e Propanol/Isobutanol,
que sao relacdes descritas por diversos autores como relacionadas a qualidade da
bebida (SINGER, 1966)

Os teores de acetato de etila ficaram entre 10,46 e 134,01 mg/100mL de
alcool anidro. Oliveira (2001) encontrou niveis de producdo deste composto
considerados mais baixos (cerca de 9,00 a 36,00 mg/100 mL de alcool anidro), em
aguardentes produzidas com diferentes cepas de levedura, em batelada unica. O
acetato de etila € o mais abundante éster das bebidas alcodlicas; os ésteres
apresentam odor agradavel de frutas e sdo considerados compostos importantes
de aroma nas bebidas alcodlicas (LEHTONEM & JOUNELA-ERIKSON, 1983). Em
quantidades excessivas, conferem aroma indesejavel e enjoativo (MAIA, 1994).

Os teores dos alcoois superiores, propanol, isobutanol e alcool isoamilico
formam quantitativamente o maior grupo de compostos responsaveis pelo aroma e
sabor das bebidas alcodlicas. Sabe-se que estes compostos fazem parte dos
principais alcoois superiores produzidos pelas leveduras e sao formados a partir
de carboidratos e de aminoacidos, respectivamente na rota de biossintese de
aminoacidos e na de catabolismo dos mesmos (NIKANEM & SOUMALAINEM,
1983; PIGOTT et al.,, 1989). Verifica-se que os teores de propanol sao mais
elevados nos tratamentos com adicdo de N orgéanico, principalmente para as
cachagas produzidas com a linhagem UFMG-A905 (Tabelas 10 e 11). Teores
elevados de propanol séao relatados como correlacionados com aguardentes de
qualidade inferior (ALMEIDA & BARRETO, 1971), o que é contraposto por
resultados que mostram uma correlagdo positiva para sabor e impressao global de
cachagas artesanais (OLIVEIRA, 2001; SILVA, 2003)

Embora algumas alteracbes expressivas no teor de compostos volateis
estejam presentes em tratamentos com adi¢do de N protéico, ndo se pode atribuir

uma relacao de causa e efeito entre estas variaveis.
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Para a aceitacao sensorial foram pré-selecionadas as cachacas da primeira
e quinta fermentacao (4° reciclo), dos ensaios com extrato de levedura e com
Samprosoy®. A andlise sensorial das cachagas produzidas com a levedura
UFMG-A905, para todos os atributos, mostra que a aguardente obtida na 52
fermentacéo (4° reciclo) ndo diferiu da primeira que foi inoculada com a levedura
de cultura pura. Para a levedura UFMG-A1676 a aguardente proveniente do 5°
reciclo obteve avaliacao estatisticamente inferior aquela da primeira fermentagao e
também em relacao as cachacas produzidas com a levedura UFMG-A905 (Tabela
12).

A levedura UFMG-A1676 que ja havia mostrado resultados pouco favoraveis
de suas caracteristicas fermentativas, mostra também na analise sensorial
resultados igualmente desfavoraveis. Esses resultados podem ser atribuidos a sua
condicao de levedura flotante, que € um atributo diferenciador da UFMG-A905.
Assim, leveduras flotantes para aplicacdo principalmente em bebidas alcodlicas
devem ser devidamente avaliadas.

A cachacga do 5° reciclo com adicdo de extrato de levedura produzida com a
UFMG-A1676, apresentou uma acidez e teor de acetato de etila bastante elevados
(Tabela 11), bem como teores reduzidos de alcool. A acidez elevada desta

cachaga certamente é a caracteristica que se relacionou com a baixa aceitacao.
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TABELA 10 - Teor alcodlico (%v/v) e compostos volateis (mg/100mL é&lcool anidro) nas
cachacas obtidas em fermentacdo em batelada com reciclo de células,
com e sem a adicao de extrato de levedura e com a adicdo de
Samprosoy®; levedura UFMG-A905.

Fermentacao Levedura °GL' AcVol® Actald®  AcEtil* Prop5 Isob® Isoam’

SEM ADIGAO DE EXTRATO DE LEVEDURA
1 905 43,50 27,60 23,40 14,33 35,36 91,78 253,54

COM ADIGAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

1 905 43,00 31,46 23,24 11,27 46,22 60,99 201,62
3 43,70 32,67 16,87 12,40 41,03 45,49 159,29
5 44,00 44,41 4,74 10,46 44,65 61,34 196,14
7 43,00 213,22 8,52 61,06 25,81 55,99 140,72
COM ADIGCAO DE SAMPROSOY®
1 905 44,20 13,6 23,48 22,44 51,92 65,70 214,73
3 43,90 13,7 12,76 19,91 51,84 113,87 128,22
5 43,30 6,94 12,84 17,18 64,62 63,75 124,04
7 43,40 17,32 19,46 21,56 73,65 47,52 93,55

'Grau alcodlico (%v/v); *Acidez volatil em acido acético; *Acetaldeido; “Acetato de Etila; °Propanol; °Isobutanol;
"Alcool Isoamilico.

TABELA 11 - Teor alcodlico (%v/v) e compostos volateis (mg/100mL &lcool anidro) nas
cachacas obtidas em fermentacdo em batelada com reciclo de células,
com e sem a adicao de extrato de levedura e com a adicdo de
Samprosoy®; levedura UFMG-A1676.

Fermentacdo Levedura °GL'  AcVoP Actald®  AcEtil* Prop® Isob®  Isoam’

SEM ADICAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

1 1676 4410 34,49 50,19 31,87 28,47 140,31 432,98

COM ADIGAO DE EXTRATO DE LEVEDURA
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1 1676 44,00 34,16 13,28 26,18 54,32 67,24 250,53
3 44,00 211,79 10,76 67,55 24,25 71,63 189,34
5 43,70 364,58 13,69 134,01 15,56 66,00 174,95
7 39,10 361,34 20,81 56,53 19,95 76,44 224,41

"Grau alcodlico (%V/v); “Acidez volatil em 4cido acético; *Acetaldeido; *Acetato de Etila; *Propanol; ®lsobutanol;

"Alcool Isoamilico.

TABELA 12 - Médias das notas' atribuidas pelos provadores para aroma,

sabor e impressdo global das amostras de cachacgas
produzidas em escala piloto.

Fermentagdo  Levedura Aroma® Sabor® Impressao
Global?

SEM ADICAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

1 905 6,07 ab 5,72 a 5,74 ab

COM ADICAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

1 905 6,59 a 5,52 ab 5,83 a
5 6,07 ab 5,41 ab 5,61 ab
COM ADIGAO DE SAMPROSOY®

1 905 587b 5,69 a 5,85a

5 6,22 ab 5,46 ab 5,41 ab
SEM ADIGAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

1 1676 585b 5,15 ab 5,44 ab
COM ADIGCAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

1 1676 5,80 b 5,33 ab 5,46 ab

5 515¢ 5,02 b 517Db

Tescala heddnica estruturada de 1 a 9; “Teste de Duncan: 10% ; “Teste de
Duncan: 15%.
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4. CONCLUSOES

A adicao de nitrogénio protéico ao mosto influiu positivamente na
manutencao da viabilidade celular, podendo assim propiciar melhor qualidade do
fermento reciclado. Também se observou reducao no tempo de fermentacao.

Todas as cachacgas avaliadas sensorialmente foram aceitas.

A adicao de N protéico ao mosto para a producao de cachaga nao permite
atribuir influéncia negativa nos teores de compostos volateis formados e aceitacao
sensorial das cachacas.

A complementacdo do mosto de caldo de cana com N protéico com formas
assimilaveis pela levedura, pode ser uma pratica util na otimizacao do processo de
fermentacao alcodlica para producao de cachaca.
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3. CONCLUSOES GERAIS

No estudo em escala laboratorial:

- A clarificacdo do caldo comprometeu a multiplicagéo celular, sem afetar
a viabilidade. O uso de caldo néo clarificado surge como mais indicado.

- A adigéo de nitrogénio protéico influiu positivamente na manutencéo da
viabilidade celular, podendo assim propiciar melhor qualidade do
fermento reciclado.

- A adicdo de N protéico alterou a formacdo de alcoois superiores,
aumentando a formacao de propanol e reduzindo a de isobutilico e
isoamilico.

- A complementacdo do mosto de caldo de cana com N protéico que
contenha formas assimilaveis € recomendada.

No estudo sensorial:
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No estudo em escala piloto:

- A concentracdo alcodlica e a acidez ndo influenciaram a
deteccao de igualdades ou diferencas na avaliacdo
sensorial da aguardente.

- A diluic@o da aguardente ndo contribui para a percepgao de
outros atributos possiveis na aguardente.

- A adicdo de nitrogénio protéico ao mosto influiu positivamente na
manutencado da viabilidade celular, podendo assim propiciar melhor
qualidade do fermento reciclado. Também se observou redugdo no
tempo de fermentagéo.

- Todas as cachacgas avaliadas sensorialmente foram aceitas.

- A adicdao de N protéico ao mosto para a producao de cachaca nao
permite atribuir influéncia negativa nos teores de compostos volateis
formados e aceitacdo sensorial das cachacas.

- A complementagédo do mosto de caldo de cana com N protéico com
formas assimilaveis pela levedura, pode ser uma pratica 0til na
otimizacdo do processo de fermentacdo alcodlica para producdo de
cachaga.
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