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RESUMO

Foram avahiadas 30 Imhagens de leveduras quanto as suas caracteristicas
fermentativas e formagio dos principais compostos volateis, sendo 24 Saccharomyces
cerevisiage e 6 pertencentes aos géneros Candida (3), Kloeckera, Pichia e
Schizosaccharomyces. Foram 1soladas em destilarias de aguardente artesanal de cana (27),
em destilaria industrial de aguardente (2) e destilaria de alcool (1). As fermentagdes foram
conduzidas em meio sintético, em frascos com condigdes padronizadas de pH, temperatura,
agitagdo e tempo de fermentagio. Foram determinados os seguintes pardmetros
fermentativos: rendimento da fermentacio, conversio de substrato, eficiéncia de conversio
de substrato em etanol, fatores de conversdo de substrato em etanol {Y,,), em células (Yys),
em acidos orginicos (Ya) ¢ em glicerol (Y,s), e velocidade especifica maxima de
crescimento celular (Uma). Os compostos volateis no meio fermentado (vinho) foram
determinados por cromatografia gasosa, sendo estes o acetaldeido, acetato de etila,
propanol, 1sobutanol, &lcool isoamilico e o acido acético. De uma maneira geral as
linhagens de S. cerevisiae apresentaram bom potencial fermentativo, com rendimento entre
83 2 91%, s entre 0,450 2 0,640 b, e varias delas foram compariveis a levedura de alto
desempenho utilizada na produgiio industrial de etanol e adotada como referencial. As
linhagens ndo-Saccharomyces destacaram-se por apresentar elevada eficiéncia de
conversdo de substrato em etanol, comparaveis as linhagens de S. cerevisiae; no entanto, o
rendimento em etanol destas linhagens foi muito baixo, e foram altos os valores de
conversfo de substrato em acidez (Yac/s) e de substrato em glicerol (Yg/s). Uma excegdo
foi a linhagem de Pichia subpelliculosa que se comportou de maneira similar as linhagens
de S .cerevisiae. A analise multivariada (Analise de Agrupamento Hierarquico) foi aplicada
utilizando-se como varidveis os parimetros fermentativos e também os compostos voliteis
formados, o que permitiu a separagio das hnhagens em diferentes grupos, de acordo com
sua stmilanidade. Na Andlise de Componente Principal (ACP) utilizando como varniavets os
parimetros fermentativos estudados, o rendimento da fermentagio (ou a conversdo de
substrato) fol o parimetro que mais contribuiu para a separa¢io entre as linhagens. As
linhagens Saccharomyces mostraram uma variagdo do teor de compostos secundarios,

limitada em tomo de 50% da taxa média de produgdo de cada composto. As analises de AH
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e de CP mostraram a separacio das linhagens em diversos grupos, sendo a capacidade de
produgio de acido acético a varidvel de mator impacto na diferenciagio das linhagens. As
linhagens Saccharomyces fermentaram melhor, fornecendo vinhos com maior teor
alcodlico, sendo, portanto, mais tolerantes ao etanol, o que lhes confere maior potencial de
dominar o processo fermentativo. Deste modo, uma vez que as ndo-Saccharomyces
apresentam um perfil qualitativo e quantitativo de compostos volateis considerado
semelhante ao das Saccharomyces para efeitos praticos na qualidade da aguardente, pode-se
dizer que as ndo-Saccharomyces em vista de sua pouca tolerincia ao etanol, e
consequentemente pequena populacio além de reduzida atividade fermentativa em vinhos a
partir de determinado teor em etanol, deve provocar pouca alteragio no perfil de compostos
volateis do vinho e da aguardente final. Baseando-se nestes resultados foram selecionadas
10 linhagens de leveduras entre as 30 linhagens avaliadas sendo seis Sazccharomyces
cerevisiae, além de Candida apicola-similar, Kloeckera javanica, Pichia subpelliculosa e
Schizosaccharomyces pombe, com o objetivo de estudar a influéncia das mesmas na
composi¢o e qualidade sensorial da aguardente de cana. As aguardentes foram produzidas
em escala piloto, o caldo de cana fermentado (vinho) foi destilado em um alambique de
cobre de capacidade Gtil de 30 litros, obtendo-se aproximadamente 4 a 6 litros de
aguardente a 39 % (v/v). Nas aguardentes foi analisado o acetaldeido, acetato de etila,
propanol, 1sobutanol, alcool isoamilico; a acidez volatil e o grau alcodlico, e também o teor
de aglicares redutores totais (ART) no mosto e o teor de etanol no vinho. Foram verificadas
correlagbes negativas estatisticamente significativas entre o etanol do vinho e todos os
compostos volateis das aguardentes, com excegdo do acetaldeido, mostrando que quanto
matior ¢ teor alcodlico do vinho, maior o volume de aguardente obtida com determinada
graduacdo alcodlica, e assim 0os componentes do vinho sofrerio um efeito de diluicio. O
alcool 1soamilico e alcoois superiores nos vinhos obtidos em fermentagdes em meio
sintético e em condigdes padronizadas, com as mesmas leveduras, apresentaram correlacdes
positivas estatisticamente significativas com os teores destes mesmos compostos nas
aguardentes. Observaram-se ainda correla¢es positivas estatisticamente significativas entre
diversos compostos das aguardentes, indicando que o teor dos compostos volateis totais nio
¢ influenciado por apenas um componente particular. As aguardentes obtidas apresentaram

variagles nos teores dos compostos volateis, mas estas variagdes nio ocasionaram



diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em relacfio aos atributos sensoriais de
aroma, sabor ¢ impressdo giobal, indicando que as linhagens nio-Saccharomyces presentes
nas fermentagdes para produgio de aguardente de cana, nio interferem negativamente na
qualidade sensorial da bebida. Entre os compostos determinados nas aguardentes o
propanol apresentou correlagio positiva com os atributos de sabor e impressio global. As
linhagens ndo-Saccharomyces apresentaram rendimentos das fermentagdes, em meio de
caldo de cana, similares as linhagens Saccharomyces, no entanto, a linhagem S. pombe
forma poucos compostos volateis e ndo se mostrou adequada para a produgio de
aguardente, obtendo as notas mais baixas na andlise sensorial de aceitagfo. Os rendimentos
das fermentagdes obtidos com as linhagens S. cerevisiae na produgio das aguardentes
correlacionaram-se positivamente com os rendimentos obtidos com estas mesmas linhagens
no meto sintético, mostrando a validade da avaliagio das linhagens em meio sintético, em
laboratorio, em condigbes padronizadas. A ACP utilizando-se os teores dos compostos
volateis das aguardentes mostrou que todos 0s componentes volateis individuais, com
exceglo do ilcool 1soamilico, e 0s componentes secundarios totais contribuiram sobre a

vanabilidade das aguardentes.

Palavras-chave: fermentago alcodlica, aguardente de cana, cachaga, compostos volateis,
analise  sensorial, leveduras, Saccharomyces, Candida, Kloeckera, Pichia,

Schizosaccharomyces.



SUMMARY

Thirty yeast strains were evaluated with respect to their fermentation characteristics
and to the main volatile compounds formed, viewing the production of Brazilian sugarcane
liquor or “cachaca™ Twenty four of the strains were Saccharomyces cerevisiae and six
belonged to the following genera: Candida (3), Kloeckera, Pichia and
Schizosaccharomyces. They were isolated from small sugarcane liquor distilleries (27),
industrial sugarcane liquor distilleries (2) and one sugarcane alcohol distillery.
Fermentation was carried out in flasks containing synthetic media, under standardized
conditions of pH, temperature and agitation. The following fermentation parameters were
determined: fermentation yield, conversion factors of substrate into ethanol (Y,), cells
(Yys), organic acids (Yaws) and glycerol (Yg), and the maximum specific velocity of cell
growth (Meac). The volatile compounds in the fermentation medium (wine) were determined
by gas chromatography and included acetaldehyde, ethyl acetate, propanol, isobutanol, iso-
amyl alcohol and acetic acid. In general the S. cerevisiae strains showed good fermentation
potential, with yields between 83 and 91% and pina: between 0.450 and 0.640 h™, several of
them comparing well with the high performance yeast used in the industrial manufacture of
alcohol, which was used as reference. The non-Saccharomyces strains were distinguished
by their high levels of efficiency in the conversion of substrate into ethanol, being
comparable to the S. cerevisiae strains, although the ethanol vields from these strains were
low and the values for conversion of substrate into acidity (Yas) and of substrate into
glycerol (Yg), were high. One exception was the strain Pichia subpelliculosa, which
behaved in a manner similar to the S. cerevisiae strains. The multivariate analysis
(Hierarchical Cluster Analysis) was applied, using the fermentation parameters and volatile
compounds formed as vanables, which allowed for the separation of the strains into
different groups, according to similarity. In the Principal Component Analysis (PCA),
using the fermentation parameters as variables, the fermentation yield (or substrate
conversion) was the parameter which most contributed to the separation of the strains. The
Saccharomyces strains showed a limited variation of the rate of production of each volatile
compound, ranging near 50% of the average rate. The Hierarchical Cluster Analysis

{HCA) and the PCA showed the separation of the strains into several groups, being the rate
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of acetic acid production that one of greater impact to differentiate the strains. The
Saccharomyces strains fermented better, the wine reached higher ethanol concentrations,
due to the strams higher ethanol tolerance, and so with a higher potential for dominating
the fermentative process. In a practical approach basis, viewing cachaca quality, the non-
Saccharomyces strains showed a qualitative and quantitative profile of the volatile
compounds similar to that of Saccharomyces strains. So the non-Saccharomyces probably
will promote little changes on the profile of volatile compounds of the wine and cachaca
once they being low ethanol tolerant their population is restricted and shows an also lower
fermentative activily in wines with ethanol content above certain limit. Based on these
results, 10 strains were selected to study their influence on the composition and sensory
quality of the cachaga. The distillation was performed on a pilot plant scale, the fermented
cane juice (wine) being distilled in a copper still with a working capacity of 30 liters,
obtaining approximately 4 to 6 liters of cachaca at 39% alcohol (v/v). Acetaldehyde, ethyl
acetate, propanol, isobutanol and isc-amyl alcohol were determined in the cachaca, and
volatile acidity, alcohol content and total reducing sugars in the must. The alcohol level was
also determined in the wine. Statistically significant negative comelations were shown
between the ethanol in the wine and all the secondary compounds in the cachaca, with the
exception of acetaldehyde, showing that the greater the alcohol level of the wine, the
greater the volume of cachaga obtained, of a determined alcohol grade, the wine
components suffering a dilution effect. Propanol, iso-amyl alcohol and the higher alcohols
found in the wine after fermentation in synthetic media under standardized conditions with
the same yeasts, presented statistically significant positive correlation with the level of
these same compounds in the cachaca. Statistically significant positive correlation was also
found between various compounds in the cachaga, indicating that the total volatile
compound content is not influenced by only one particular component. The cachaca
produced varied in their contents of secondary compounds, but these variations did not
result in statistically significant differences (p<0.05) with respect to the sensory attributes
of aroma, taste and overall impression, indicating that the non-Saccharomyces strains
present in the fermentation for the production of cachaga, do not interfere negatively in the
sensory quality of the beverage. Among the volatile compounds determined only the
propanol showed positive correlation with the sensory attributes of taste and overall
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impression. The non-Saccharomyces strains presented similar fermentation yields to the
Saccharomyces strains, although the strain of S. pombe formed few secondary compounds
and was shown to be inadequate for the production of cachaga, receiving low scores in the
sensory analysis for acceptance. The fermentation yields obtained with the strains of .
cerevisige in the production of cachaca showed positive comrelation with the yields
obtained with these same strains in synthetic media, showing the validity of evaluating the
strains in a laboratory, using synthetic media and standard conditions. The PCA showed
that the total content of secondary components and each individual component, except iso-

amy] alcohol, contributed to a greater extent to the variability of the cachaca.

Key Words: alcoholic fermentation, distilled sugarcane beverage, sugarcane liquor,
cachaga; volatile compounds, sensory analysis, yeasts, Saccharomyces, Candida,
Kloeckera, Pichia, Schizosaccharomyces.



1 - INTRODUCAO

A aguardente de cana, caninha ou cachaga, ¢ uma bebida tipicamente brasileira, e
vem conquistando uma parcela crescente do mercado internacional de bebidas destiladas
por ser considerada exdtica e de sabor especial. A producdo brasileira de aguardente de
cana esta estimada em 1.3 bilhdo de litros por ano. A produgio artesanal de aguardente de
cana ¢ realizada por produtores rurais, com pequena capacidade (10.000 a 200.000 litros
por safa), sendo a destilagdo conduzida em alambiques intermitentes, de cobre, e o produto
€ bastante diferenciado daquele obtido em maior escala de produgéic com o uso de colunas
de destilagdo em ago inoxidavel. O Estado de Minas Gerais vem se destacando na producio
de aguardente artesanal, liderando na sua divulgagfio e agregando um conceito de qualidade
tipica para essa bebida, permitindo aos produtores sair da economia informal. O preco de
algumas marcas atinge até sessenta vezes aquele de aguardentes comercializadas sem a
conotag¢io de qualidade artesanal. Nesse Estado existem mais de 8.000 destilarias artesanais
que produzem cerca de 130 milhSes de litros/ano, funcionando no periodo de maio a

dezembro.

A aguardente de cana foi incluida em programas de exportagéio do governo como o
PEE ~ Programa Especial para Exportacio ¢ PNPE — Programa dos Novos Pélos de
Exportagéo. O PBDAC ~ Programa Brasileiro de Desenvolvimento da Aguardente de Cana,
Caninba ou Cachaga, foi criado oficialmente em 1997 pela Associacdo Brasileira de
Bebidas (ABRABE) para estimular a valorizagio da bebida e a qualidade dos seus métodos
de produgéo (Pepe, 1999). A previsdo do setor para a proxima década ¢ alcancar US$ 100
milhGes em divisas para o pais. Em Minas Gerais o aumento da produgfio de cachaga esta
sendo estimulado pelo Pré-Cachaca e pela Associagiio Mineira dos Produtores de
Aguardente de Qualidade (Ampaq), que criaram um selo de qualidade para os produtores

que integram a referida associagéo.

A fermentagéo artesanal de aguardente de cana caracteriza-se por ser conduzida por

uma microbiota mista de leveduras, com predominincia de linhagens de Saccharomyces
1



cerevisiae. Leveduras apiculadas (principalmente Kloeckera japonica) e espécies de
Candida, Kluyveromyces e Pichia sio também freqiientemente isoladas (Morais et al,
1997; Pataro et al., 2000). As leveduras presentes nessas fermentagdes estio em constante
sucessfio, devido & introduciio de microrganismos que acompanham o caldo de cana, ¢

também devido as condi¢bes de processo (Pataro et al., 1998).

Com o progresso da tecnologia de fermentagdo alcodlica e da taxonomia de
leveduras, foi possivel verificar também que a linhagem predominante € a que possui
caracteristicas mais propicias de adaptago as diferentes condicdes de processo tais como
teor de agticar do mosto/teor de etanol no vinho, acidez do vinho, operagéio de purificagio
do caldo, temperatura do mosto, "armadilhas” nos equipamentos e no modo de condugfio da
fermentacio etc. Quando se alteram condi¢Bes de processamento, certamente do-se
condi¢des para o estabelecimento de um novo equilibrio entre as linhagens de leveduras,
com o surgimento de outra linhagem dominante. A simples inocula¢do de uma linhagem
selecionada, ou de uma linhagem dominante isoiada de uma determinada destilaria, nfio é
capaz de garantir a sua permanéncia e/ou melhorar a eficiéncia de outras destilarias. A
alteracio € a adequacfio de procedimentos tecnoldgicos de processo, certamente sdo passos
preliminares importantes para alterar a microbiota e a(s) levedura(s) com condigdes de
dominéncia no processo. E importante observar que ndo ocorrem leveduras dominantes per
si, mas leveduras dominantes em determinadas condi¢es ou processos. A selecio de uma
microbiota mais eficiente e de maior rendimento, sem perder de vista a qualidade da
bebida, deve ser buscada com adogfio de processo adequado e que opere em condi¢des as
mais estidveis possiveis. A comunidade de leveduras presente numa fermentacfo de
aguardente artesanal é composta por diversas espécies e linhagens, mostrando a ocorréncia
de leveduras com amplas diferencas em seus pardmetros fermentativos € na producdoc de
compostos secundarios. O que realmente é de interesse empresarial é a ocorréncia de uma
flora microbiana em geral, ¢ de leveduras em particular, que conduza a um elevado
rendimento fermentativo e melhor qualidade da bebida, em termos comparativos com 0s
resultados de destilarias reconhecidamente eficientes, nfio importando se a(s) linhagem(s)

presente(s) s30 as mesmas ou nio.



Séo varios os fatores que interferem na qualidade das bebidas alcoélicas destiladas,
tais como a matéria-prima, fermentago, o método de condugio do processo fermentativo,
destilagfio, envelhecimento etc. No entanto, as leveduras e as condigbes de fermentaciio tém
sido apontadas como os fatores que mais influenciam o sabor das bebidas alcodlicas
(Suomalainen & Lehtonen, 1979; Lehtonen & Jounela-Eriksson, 1983), pois é durante a

fermentagdo que a maioria dos compostos do sabor sdo formados.

Virios pesquisadores tém investigado a influéncia das espécies ou linhagens de
leveduras na formacéo de compostos do sabor em fermentaces em meio sintético contendo
agucar, ou na produgfo de diferentes bebidas alcéolicas, tais como vinho, cerveja, uisque,
conhaque, rum (Nyk#nen & Nykinen, 1977; Soles et al.,1982; Cabrera et al., 1988; Giudici
et al., 1950; Mateo et al., 1991; Mateo et al., 1992; Longo et al., 1992; Lurton et al., 1995).
No entanto, na literatura cientifica existem poucos trabalhos sobre a influéncia destes
compostos na qualidade da aguardente de cana. Segundo Cole & Noble (1995) o sabor em
um sistema complexo, tal como das bebidas alcodlicas, ndo pode ser inferido com base em
analises; com poucas excegdes, o sabor perceptivel € resultante de uma combinacio de

varios componentes, ao invés de ser devido a um composto de “impacto”.

Durante a fermentacéo alcoolica, as leveduras produzem etanol, diéxido de carbono,
e um grande numero de componentes secundarios, sendo os mais abundantes os alcoois
superiores; porém, muitos compostos presentes em menores quantidades também
desempenham um papel importante no desenvolvimento do sabor das bebidas (Lehtonen &
Jounela-Eriksson, 1983). Compostos carbonilicos tais como o acetaldeido e diacetil estdo
presentes em pequenas concentragdes; mas tendo “threshold” muito baixo, podem
desempenhar um papel chave no sabor das bebidas (Berry, 1995). Apesar de diferir
quantitativamente, esses compostos estdo presentes em todas as bebidas destiladas
(Suomalainen & Lehtonen, 1979). Estes compostos podem ser divididos em diferentes

categorias e tém origem no metabolismo da célula.



A produgdo de aguardente de cana no Brasil vem, nos tltimos anos, buscando uma
imagem fortemente vinculada a qualidade da bebida e investindo no desenvolvimento de
um mercado consumidor mais exigente, de modo a diversificar ¢ desvincular de sua linha
tradicional de bebida popular, e também procurando competir no mercado externo,
aumentando as exportacSes da bebida. Torna-se entfio evidente a necessidade de se
conhecer melhor e controlar os fatores que influenciam a qualidade da aguardente de cana.
Considerando tais aspectos, este trabalho teve por objetive avaliar o comportamenio
fermentativo e a formacfo dos principais compostos volateis em leveduras isoladas de
fermentagbes de aguardente artesanais, de qualidade reconhecida, do Estado de Minas
Gerais. A aplicacio de métodos estatisticos multivariados, permitiu verificar se as
leveduras isoladas se distribuiam em agrupamentos diferenciados, e quais os parimetros
mais importantes para sua diferenciacdo. Com os resultados obtidos nesta etapa, foram
selecionadas linhagens pertencentes aos diferentes agrupamentos, visando verificar a
influéncia das mesmas na composi¢io e na qualidade sensorial da aguardente de cana

recém- destilada, produzida em escala piloto, em alambique de cobre.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Leveduras na Producio de Aguardente de Cana e Outras Bebidas Alcojlicas

De acordo com Reed & Nagodawithana (1991) as leveduras utilizadas na produggo
de bebidas alcoclicas devem apresentar as seguintes caracteristicas: alta tolerancia ao alcool
e bom rendimento; fermentar rapidamente o meio e portanto minimizar o risco de
contaminacdes; produzir a melhor concentragfio e balango de compostos secundérios
desejaveis. Russel et al. (1987) acrescentam ainda, que as leveduras devem apresentar
estabilidade genética e ao fim da fermentacio devem ser facilmente removidas do meio de

fermentacdo por floculagdo ou centrifugacdo.

As leveduras utilizadas na fabricagio de bebidas alcodlicas geralmente sdo
linhagens de Saccharomyces cerevisiae, exceto pas fermentactes naturais onde um grande
nimero de espécies pode estar envolvido. Para a fermentagéio natural do vinho de uva foi
descrita a sucessdo de espécies durante o ftranscorrer da fermentacio (Reed &

Nagodawithana, 1991).

Na produgio de aguardente de cana os termos pé de cuba, pé de fermentacio ou
levedo sdo geralmente utilizados para designar o volume inicial ou massa de fermento que é
adicionado ao mosto para que a fermentagfo se realize. Sdo varios os tipos de fermento
utilizados para se preparar um pé de cuba, tais como o “caipira” ou natural, constituido de
leveduras selvagens, ou seja, que ocorrem espontaneamente no processo; outros, sio as

leveduras selecionadas e as de panificacdo (Maia, 19953).

A cana-de-agucar leva consigo uma grande quantidade de leveduras contaminantes e
sua contagem no caldo foi de 10°-10* células/mL, atingindo a 10° células/L apos 10 dias de
estocagem da cana (Tilbury, 1975). Shehata (1960) isolou 139 leveduras de amostras da
agua de lavagem da cana, e do caldo de cana e vinho para a producdo de aguardente. No



caldo de cana os géneros de levedura predominantes foram Saccharomyces, Pichia,
Candida e Torulopsis, enquanto no vinho, as especies predominantes foram S. cerevisiae e

Schizosaccharomyces pombe.

Morais et al. (1997) observaram que durante a multiplicagio do fermento natural e
no decorrer da fermentagdo para produgdo de aguardente de cana artesanal, a qual varia de
12 a 48 horas, hé uma sucessdo de espécies de leveduras, sendo a espécie predominante S.
cerevisiae. Candida sake, Kluyveromyces marxianus Var. drosophilarum ¢ leveduras
apiculadas também sdo frequentes. Espécies de leveduras transientes também foram
encontradas em nimero varivel, provavélmente provenientes das adigdes diarias de caldo
de cana nas dornas de fermentagio. Saccharomyces cerevisige também ¢ a levedura
dominante nas fermentacbes espontaneas para producgo de uma bebida alcodlica nigeriana
(Sanni & Lonner, 1993), e de vinhos (Fleet et al.,, 1984; Constanti et al., 1997). Entretanto,
os primeiros estigios da fermentagdio espontdnea para produgio de vinhos sdo
caracterizados pelo crescimento de leveduras apiculadas, principalmente Kloeckera e

Hanseniaspora (Fleet et al., 1984).

As caracteristicas da fisiologia de crescimento de 210 linhagens de leveduras
isoladas de um alambique de aguardente artesanal do Estado de Minas Gerais foram
estudadas por Pataro et al. (1998). A majoria das linhagens foi fisiologicamente adaptada as
condi¢Bes ambientais observadas nas dornas de fermentacdo. Elas foram capazes de crescer

a 35° C, em meio contendo 25% de glicose e em concentracio de 5% (v/v) de etanol.

Pataro et al. (2000) mostraram também a sucessdo da populagéio de leveduras em
diferentes periodos de fermentag@o, para produgdo de aguardente, em trés destilarias do
Estado de Minas Gerais. Saccharomyces servazzii, Pichia anomala, Saccharomyces
unisporus ¢ Torulaspora delbrueckii foram exclusivamente isoladas de fermentagoes
“iniciais” (7 a 30 dias de preparo de seu fermento inicial); Candida glabrata, C.
colliculosa, P. fabianii, C. krusei ¢ S. kiuyveri foram encontradas somente nas fementages

“medianas” (31 a 60 dias). A maioria das linhagens de C. stellata, C. valida, S. exiguus,
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Kluyveromyces sp e S. pombe foram encontradas no final do pericdo de fermentacao (61 a

120 dias). Saccharomyces cerevisiae foi a espécie predominante durante todo o periodo de
produgfio da aguardente, mas S. pombe foi predominante nas fermentagGes “finais” de uma
das destilarias. Uma alta variabilidade genctica de linhagens de S. cerevisige também foi
observada até mesmo, numa mesma dorpa em diferentes periodos de fermentacfo. Foi
mostrado que hi uma sucessdo de linhagens de S. cerevisize geneticamente diferentes

durante a produggio de aguardente.

2.2. Fatores que Influenciam a Formacfio e a Composi¢io dos Compostos Volateis

nas Aguardentes de Cana e outras Bebidas Alcodlicas

2.2.1. Leveduras ¢ Condicdes de Fermentagiio

Leveduras e condicdes de fermentagio sdo apontadas como os fatores que mais
influenciam o sabor das bebidas alcodlicas (Suomalainen, 1971; Suomalainen & Lehtonen,
1979). Suomalainen & Nykinen (1966) relatam que os mesmos compostos aparecem como
principais componentes nas diversas bebidas alcodlicas, independentemente da matéria-
prima utilizada, o que evidencia a importincia das leveduras na formacdo do sabor das
bebidas alcodlicas. Segundo Lehtonen & Jounela-Eriksson (1983), a natureza e a
quantidade dos compostos formados na fermentac#o ¢ grandemente afetada pelas condigBes
de fermentagdo, tais como a temperatura e nutrientes do meio de fermentagdo. Além disso,
a técnica de destilacio tem um grande efeito no aroma das bebidas, especialmente na sua

composi¢do quantitativa.

Suomalainen & Nykinen (1966) investigaram a capacidade de leveduras
comerciais de S. cerevisiae sintetizar véirios compostos de aroma, em meio sintético
contendo sacarose como fonte de carbono, sem adigio de nitrogénio. Os autores

verificaram uma grande similaridade entre a composigio qualitativa das substéncias
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volateis presentes nos destilados desta fermentacio com a dos destilados obtidos na
produciio do uisque de origem escocesa, embora certas diferencas quantitativas foram
evidentes. Estas similaridades indicaram que as leveduras séo as responsdveis pela maior

parte dos compostos aromaticos produzidos.

A importincia predominante das leveduras na formacfio de compostos aromiticos
nas bebidas foi claramente demonstrada por Suomalainen & Nykéinen (citados por
Suomalainen & Lehtonen, 1979). Vinhos de uva e groselha obtidos utilizando-se a mesma
levedura, apresentaram composicdo qualitativamente semelhante em ésteres, acidos e
alcoois e apenas algumas diferengas quantitativas. Os autores concluiram entfio, que as
mesmas leveduras, produzem os mesmos componentes do aroma independentemente da
matéria-prima utilizada. Suomalainen (1971) relata que dentro de um grupo de mais de 100
componentes voldteis verificou-se que as mesmas substincias aparecem na fragio de
componentes do aroma em cervejas, vinhos e bebidas destiladas. Em vista disso, parece
evidente que a matéria-prima utilizada na produgfio de bebidas contribui de maneira

limitada para o aroma

Viérios pesquisadores tém investigado a influéncia das espécies ou linhagens de
leveduras na formagdo de compostos do aroma (ésteres, dlcoois superiores, aldeidos, acidos
graxos, entre outros) em fermentacdes em meio sintético contendo agucar ou na produgio
de diferentes bebidas alcodlicas, tais como vinho, cerveja, uisque, conhague e rum
(Nykiinen & Nykinen, 1977; Soles et al.,,1982; Cabrera et al., 1988; Giudici et al., 1990;
Mateo et al.,1991; Longo et al.,1992; Mateo et al., 1992; Lurton et al., 1995). As linhagens
de leveduras sdo apontadas como tendo um grande efeito no sabor das cervejas ao contréario
do que ocorre com os vinhos (Meilgaard & Peppard, 1986). Diferentes espécies e linhagens
de leveduras sdio responsaveis por elevada variabilidade (até cinco vezes) na concentragio

de alcoois superiores em cerveja Engan (citado por Cole & Noble, 1995).

As espécies e linhagens de leveduras diferem na sua capacidade de produzir dlcoois

superiores (Korhola et al.,1989). Giudici et al. (1990) examinaram a capacidade de produzir
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alcoois superiores em 100 linhagens de S. cerevisiae e verificaram que para as linhagens
testadas a produgdo de édlcoois superiores é uma caracteristica individual e as diferencas
foram estatisticamente significativas. Parfait & Jouret (1975) mostraram que S. pombe
produz relativamente pouca quantidade de alcool fusel.

Berry (1984) relata que foi estudada a influéncia das linhagens de leveduras na
formacdo de varios alcoois superiores em um processo fermentativo de produgio de uisque
em pequena escala. A quantidade total de alcoois superiores mostrou nio ser notadamente
afetada pela linhagem de levedura, enquanto a proporcdo relativa de cada alcool € em
particular a razdo de élcoois amilicos para isobutanol diferiu entre as linhagens, mas foi

constante para uma dada linhagem.

Castor & Guymon (1952) mostraram que a formacgfo de dlcoois superiores ocorre
paralelamente & formagfio de dlcool etilico em fermentagbes de suco de uva. Ramsay
(citado por Watson,1983) relatou a cinética de formacg@o de vérias classes de compostos
volateis, durante a fermentagdo de malte uisque. A cinética de produgiio dos lcoois
superiores foi muito similar a do etanol. Houve um aumento exponencial durante as
primeiras 8 horas seguida de uma fase linear de 8-20 horas. A formacio dos élcoois
superiores foi também relacionada com o consumo de carboidratos, € nfio houve nenhuma
correlacdo geral com o consumo de nitrogénio. Ribeiro (1997) também verificou, em
estudos sobre a produgéio de aguardente de cana, que a formagiio de isobutanol e alcool
isoamilico ocorreu paralelamente ao crescimento celular, a produgfio de etanol e ao

consumo de agicar,

Usando leucina radioativa, em fermentacSes de uisque, Reazin et al. (1970)
sugeriram que durante as primeiras 8 horas de fermentagfio os alcoois superiores foram

produzidos a partir dos aminoéacidos do mosto e ap6s este periodo a partir de carboidratos.



A adicio de precursores, tais como os aminodcidos especificos, leucina, isoleucina
e valina, aumentou a quantidade de dlcoois isoamilicos, amilicos ativos e isobutilicos
formados durante a fermentacdo, mas nfio na proporgiio direta da quantidade adicionada
(Guymon, 1972).

Guymon et al.(1961) mostraram que condigdes oxidativas durante a fermentacéo do
vinho de uva, favorecem a producfio de alcoois superiores. Crowell & Guymon (1963)
relatam que a aeragdo vigorosa durante a fermentacfio do vinho aumenta consideravelmente
a formacio de alcoois superiores, de acetoina e diacetil. Relatam ainda que 0s materiais
enconirados naturalmente em suspensdio no meio de fermentacdo aumentam também a
producdo de dlcoois superiores, particularmente &lcoois isobutilico e isoamilico. No
entanto, a quantidade de l-propanol e 2-metil-1-butanol foi muito pouco alterada pela
presenga de sdlidos em suspensdio. Guymon (1972) observou que maiores quantidades de
alcodis fisel sdo formadas em mostos turvos do que em sucos de uva clarificados, e que o
efeito da aeracdo ¢ estimular o crescimento e a atividade biossimtética das leveduras e

consequentemente a demanda por nutrientes nitrogenados.

Em geral os resultados obtidos em estudos conduzidos em pequena escala para
producdio de uisque sugerem que os fatores que awmentam a taxa de fermentagfo também
aumentam o nivel de alcoois superiores (Berry,1984). Condigdes que favorecem alta taxa
de crescimento, como temperatura relativamente elevada e aeragido do meio, tendem a
estimular a produgdo de 4lcoois superiores. Esses e outros fatores elevam o nivel global de
alcoois superiores, porém, os alcoois superiores individuais podem ser manipulados
alterando a quantidade do aminoécido correspondente no mosto, ou manipulando
geneticamente o organismo. Isto pode ser vantajoso considerando que certos aminoacidos
originam sabores distintos; por exemplo, fenilalanina estimula a produggo de dlcool fenitil,
um 4lcool superior que possui um aroma semelhante ao de rosas (Berry, 1995). A
quantidade produzida de 4lcoois superiores ¢ menor quando se adiciona jon de amdnio no
meio de fermentagio por bloquear a sua sintese a partir de carboidratos (Reazin et al., 1970;
Amerine, 1972). Segundo Korhola et al. (1989), a quantidade méxima de 4lcoois superiores
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¢ produzida a 25-30° C, em cultivos agitados, com inéculo elevado, em mostos contendo

altas concentractes de aminoacidos e substincias insoliveis (Korhola et al.,1989).

Ramsay & Berry (1984b) estudando o efeito da temperatura de fermentagéo (20 a
35° C) na formagfio de alcoois superiores, verificaram que as maiores quantidades de
alcoois superiores foram obtidas na faixa de 25-30° C e que a composicdo relativa dos

alcoois superiores foi pouco afetada pela temperatura.

Ramsay & Berry (1984a) verificaram também que a formagdo de alcoois fiisel em
uisques pode ser regulada por diferentes niveis de indculo na fermentagdio. A quantidade
total de alcoois aumenta com o aumento do indculo. No entanto, a quantidade relativa dos
diferentes alcoois encontrados nfo foi alterada. Seus resultados indicaram que a quantidade
de alcoois fiisel aumentou de 288 mg para 504 mg por litro quando o nivel de inéculo foi
alterado de 0,5 x 107 para 16 x 10 células por mL. Berry (1984) relata que alterando o pH
inicial do mosto, na producdo de uisque, ocasionou um pequeno efeito na producdo de
propanol, isobutanol e 2 feniletanol, mas o nivel de alcool amilico aumentou quando o pH
foi elevado de 4,0 para 6,0, 0 que também resultou em aumento global de alcoois

superiores.

Os aldeidos sfio intermedidrios na produgdo de alcoois superiores, e condigbes que
favorecem a producdio de lcoois superiores também favorecem a formagéio de pequenas
quantidades de aldeidos. Estes sfo excretados pelas leveduras, mas podem ser reabsorvidos
e reduzidos ao 4lcool correspondente, durante os ultimos estagios da fermentacdo (Berry,
1995). Em investigagdes relativas 2 formagfo de aldeidos por diferentes leveduras, Radler
(citado por Nykiinen & Nykinen, 1991) encontrou que o nivel mais alto de aldeido ¢
atingido quando as leveduras estfio na fase mais vigorosa da fermentagfio. A sintese de
acetaldeido € também dependente da linhagem e das condi¢Ges de fermentagdo (Nykénen &
Nykinen, 1991) e ocorre em maior propor¢do em meios com concentragdes deficientes em

nutrientes (Nykénen, 1986).

i1



A capacidade das leveduras produzirem aldeidos ¢ bastante varidvel, e
experimentos com 300 leveduras diferentes mostraram uma variagdo no contetdo de
aldeidos de 6 mg/L a 190 mg/L (Nykéinen & Nykinen, 1991). Ha diferencas marcantes na
producio de aldeidos entre linhagens de S. cerevisiae, as quais sdo atribuidas a variagGes na
atividade da enzima piruvato descarboxilase das leveduras (Nykidnem, 1986; Nykdnen &
Nykénen, 1991).

A formacio de ésteres durante a fermentagio de acticares tem sido estudada por
muitos pesquisadores (Nykinen et al, 1968; Nykinen & Nykinen, 1977), e sua
concentragdo normalmente aumenta com o aumento do teor de alcool (Mac Donald et al,,
1984). Os fatores que influenciam a formaco de ésteres sfo a levedura, a gqualidade do
mosto, a temperatura de fermentagio, a quantidade de inéculo e a aeracfio e agitagdo do
mosto, sélidos em suspensdo (Berry, 1984; Ramsay & Berry, 1984a,b). Peddie (1990) em
extensa revisdo aponta como principais fatores que interferem na formacgéo de ésteres, na
produgdo de cerveja, a linhagem de levedura, a composicio e aeragio do mosto,
pressurizacdo das dornas de fermentagdo, quantidade de indculo, sdlidos em suspensio ¢ a

temperatura de fermentagéo.

Condicdes que restringem o crescimento microbiano, tais como a falta de aeracfio
ou nitrogénio, podem conduzir a um aumento na formagfio de ésteres. Parece que a maioria
dos ésteres € produzida nos tultimos estdgios da fermentagfio, ao contrario dos dlcoois
superiores que sdo produzidos abundantemente durante a fase de crescimento. O
crescimento das leveduras em um sistema bem aerado pode suprimir totalmente a formacéo
de ésteres, mesmo em condigdes que favorecem altos niveis de produgfio de etanol (Berry

& Watson, citados por Berry, 1995).

A aeragdo ¢ também um fator muito importante na formacfo de &cidos graxos.
Leveduras cultivadas aerobiamente s3o muito ricas em, acidos graxos insaturados, acido
palmitoléico e 4cido oléico, os quais sfo raramente encontrados em leveduras cultivadas

anaerobiamente (Ahvenainen, 1982). Amerine et al. (1972a) relatam que o 4cido acético €
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produzido principalmente durante os estigios iniciais da fermentagfo alcodlica, e que
maiores quantidades sfo formadas em presenca de oxigénio. Ramsay & Berry (1984b)
observaram que a quantidade de dcidos graxos formados na fermentagiio de uisque decresce
com o aumento da temperatura. Watson (1983) relata que hd um aumento relativo dos

acidos graxos nos estagios finais da fermentago.

Quanto a produgio de glicerol, Amerine et al. (1972a) relatam que a maior parte do
glicerol é produzida durante os primeiros estagios da fermentagdo, ¢ que as leveduras
diferem marcantemente no seu rendimento em glicerol. A quantidade de glicerol produzida
¢ fortemente influenciada pela linhagem de levedura e diversos fatores interferem na
formacdo de glicerol por leveduras, tais como temperatura, pH, concentragéo de sacarose,

fontes de nitrogénio e inibidores (Gutierrez, 1991).

A linhagem de levedura ¢ também um fator que influencia a produgéo de sulfeto de
hidrogénio. Normalmente, o sulfeto de hidrogénio produzido durante a fermentacfo ¢
eliminado do meio, sendo arrastado pelo didxido de carbono liberado na fermentagéo. Em
fermentagdes menos vigorosas e lentas, pode ocorrer a autélise das células e o

desenvolvimento de odores sulfurosos (Berry, 1995).

2.2.2. Destilacio

A destilagdo altera as caracteristicas sensoriais das bebidas alcodlicas, uma vez que
as quantidades de compostos volateis absolutas e relativas resultantes sdo influenciadas
pela mesma. A composicio dos destilados é determinada por muitos fatores incluindo o
tipo de destilador, o grau de purificacdo, e a sele¢fio das fragOes tomadas para incluséo na
bebida destilada (Cole & Noble, 1995). De Rijke & ter Heide (1983) lembram que a

destilagfio altera o sabor das bebidas ndo somente por causa do seu efeito na propor¢do
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relativa dos compostos, mas também por causa das reagbes quimicas que ocorrem devido

a0 aquecimento.

Considerando apenas a destilacio em batelada, em alambique simples, tal como
efetuada na fabricacio artesanal de aguardente, distinguem-se usualmente trés fracGes
destiladas, ¢ Maia (1994) relata esta técnica usual de destilagdo:

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

b) O “destilado de coragiio™, que ¢ a porcdo destilada que corresponde & aguardente;

¢) O “destilado de cauda”, ou “agua fraca”, que € a Ultima porcio destilada, obtida

quando a destilacio ndo ¢ interrompida ap6s obtengdo da aguardente.

Maia (1994) comenta que a separagdo enire as trés fraces do destilado ¢ 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 alcbolico do destilado (para
encerrar a retirada do destilado de coragfio). Acrescenta ainda que nesta etapa, a qualidade
da aguardente depende fundamentaimente da composi¢do do vinho encaminhado &
destilagdo; da geometria do alambique, para assegurar um nivel de refluxo que permita a
separagdo adequada dos componentes secundarios e da habilidade do operador para efetuar

os cortes nos momentos adequados.

Segundo Léauté (1990) cada componente volatil destila segundo trés critérios: o
ponto de ebulicdo, a afinidade com alcool ou 4gua, e a variagio do contelido de alcool no
vapor durante a destilagdo. Com relagio & afinidade com alcool ou agua, ha varias
possibilidades: (1) o componente ¢ completamente ou parcialmente solivel no dlcool
“destila” quando o vapor estd rico em alcool; (2) o componente € solivel na 4gua e

“destila” quando o vapor esta pobre em alcool; (3) o componente é solivel em ambos,
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alcool € 4gua, e “destila” do comego ao fim da destilagdio ou (4) o componente ndo é
solivel em 4gua, mas o vapor de agua arrasta este componente (hidrodestilaciio).

Leauté (1990) acrescenta que estes componentes podem ainda ser classificados em 5
tipos:
Tipo 1: possuem baixo ponto de ebuligio ¢ sfio soliveis em dlcool; tais como acetaldeido
(21°C); acetato de etila (77°C). A maioria destes componentes ¢ separada no inicio da

destilac@o. Sua concentragdo € muito alta na fragdo cabega e no inicio da fragio coragfio.

Tipo 2: apresentam ponto de ebulicdo relativamente alto e sio completa ou parcialmente
soliveis no alcool. Os acidos graxos e seus ésteres pertencem a esta categoria. Exemplos:
caprilato de etila (208°C), caprato de etila (244°C), laurato de etila (269°C), caproato de
etila (166,5°C), e acetato de isoamila (137,5°C). S#o separados no inicio da destilagfio e

alguns no meio da fracéio de coragéo.

Tipo 3: tém ponto de ebuligdo nfo acima de 200°C, sdo soliveis em 4lcool, e
completamente ou parcialmente soliveis em agua. Exemplos: metanol (65,5°C); alcoois
superiores: 1-propanol, isobutanol, 2-metil butanol e 3-metil butanol. Estio presentes nas

fragdes de cabeca e coracéo.

Tipo 4: t€m ponto de ebulicdo acima do PE da agua e sfio sohiveis ou parcialmente
soliveis em 4gua. Exemplos: acido acético (110°C), 2-feniletanol, lactato de etila e

succinato de dietila. Comecgam a destilar durante a metade da fragdo coragéo.

Tipo 5: possuem alto ponto de ebuli¢do e sfio muito soliveis em dgua. Comecam a destilar
durante a metade da fracdo coracdio. Exemplos: furfural (167°C). A concentracio de

furfural aumenta a partir da metade da fragfo coragio e na cauda.
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Nas bebidas destiladas, a fragcio mais volatil (cabeca) é frequentemente separada
das demais fragbes coletadas, Essa fragiio contém muitos compostos do aroma, sendo
principalmente rica em acetaldeido, diéxido de enxofre e acetato de etila, compostos
normalmente considerados como atribuindo um impacto sensorial negativo (Guymon,
1973).

Durante a destilagio em alambiques, muitas reacdes ocorrem € geram aromas
delicados. Estas reagGes sfo func@o das caracteristicas do vinho (como uso de vinho nfo
sedimentado, pH e acidez do mesmo); do tamanho do alambique; da temperatura gerada
pela fonte de aquecimento; da duragio da destilagio e da limpeza do alambique. Algumas
reacdes sdo conhecidas, como a hidrolise, esterificagdo, acetalizagdo, reagdes com o cobre,
e produgdo de furfural Por exemplo, além da “quebra” de moléculas pode ocorrer o
rearranjamento das unidades geradas, com formagdo de: monoterpenos (linalol e alfa
terpineol < 1mg/L); cetonas (a- ionona e B-ionona, <0,01 mg/L), ¢ outros compostos
(Léauté, 1990).

O tipo de alambique e a técnica de destilagio também afetam o sabor dos destilados.
Muitas reagdes sdo catalisadas e ocorrem nos destiladores de cobre e seus condensadores
(Watson, 1983). O cobre age de forma a reduzir o teor de compostos sulfurados volateis no
destilado, e portanto o desagraddvel odor tipico de sulfetos (Faria et al., 1993). Nascimento
(1997) relata que o principal componente desta classe de compostos é o dimetilsulfeto
(DMS).

Segundo Simpson (1971) altas concentragdes de congéneres e sabores pesados
(“heavy flavours™) sdo obtidas pelo uso de alambiques, os quais nfio permitem a separagéo
fracionada dos volateis de forma eficaz como pode ser conduzida nos destiladores
continuos. O 2-feniletanol que possui aroma de rosas € encontrado em brandies destilados
em alambiques, mas ausente ou presente em menores quantidades quando produzidos em
destiladores continuos. O furfural é formado nos alambiques de aquecimento a fogo direto,

mas ndo aparece durante a destilagio em destiladores continuos. De acordo com Amerine
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(1972b) o furfural e hidroximetilfurfural nfio s#o formados durante a fermentacdo; o
furfural € formado principalmente durante a destilacgo.

Mitchell (citado por Maia, 1994) relata que durante a destilagiio o gés sulfidrico ¢
eliminado com facilidade, mas que algumas mercaptanas (compostos com o grupo
funcional —SH) sdo liquidos volateis, que quando transferidos para o destilado, mesmo em
niveis de partes por bilhdo (ppb), conferem-lhe aroma particularmente desagradavel.
Segundo Mitchell o ion ciprico catalisa a oxidagio das mercaptanas convertendo-as em

sulfetos e dissulfetos, minimizando seus efeitos nas bebidas destiladas.

ReagBes de Maillard (reagbes entre o aglicar e compostos amino) também podem
ocorrer durante a destilagdo. A reagio de Maillard € a principal fonte de compostos
heterociclicos tais como furanos, piridinas e pirazinas (Léauté, 1990). Segundo De Rijkde
& ter Heide (1983), a reacfio de Maillard pode originar compostos heterociclicos durante a
destilagdo, particularmente em alambiques a fogo direto, onde o furfural também pode ser

formado.

Acidos graxos e seus ésteres etilicos compreendem o segundo grupo de produtos
secunddrios mais abundante nas bebidas destiladas depois dos 6leos fasel e destilam de
maneira similar aos mesmos. Alguns dos ésteres etilicos mais volateis sdo perdidos na
fragdo de cabega, nas destilagdes em alambiques (Guymon, 1973). Os principais ésteres
tém aroma de frutas, como os ésteres, etilico, isobutilico e isoamilico, de 4cidos graxos de
cadeia curta {Cole & Noble, 1995). Frequentemente predominam nas bebidas destiladas os
ésteres de alto ponto de ebulicio, como os ésteres etilicos de 4cidos caprilico e caprico
(Guymon, 1973). Outros ésteres de alto ponto de ebulicio como os ésteres etilicos de
acidos miristico, palmitico e palmitoléico (este dltimo principalmente em uisque escocés),
também sfio encontrados (Suomalainen & Lehtonen, 1979). Acidos capréico, caprilico e
caprico, os quais tém aroma de sabdo, tendem a se concentrar pa fracio de cauda,
usualmente descartada na destilagdo (Guymon, 1973) e consequentemente estdio presentes

em baixas concentracdes nos destilados.
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Muitos compostos secundarios, tais como os dcidos graxos de cadeia longa, sdo
integrantes das c€lulas de leveduras e sfio extraidos durante a destilagdio (Watson, 1983). Os
acidos lipofilicos, como o laurico, palmitico, palmitoléico, estearico e oléico, acumulados
nas leveduras, podem aparecer em grandes quantidades durante a destilacdo das bebidas se
o mosto fermentado ¢é destilado na presenga de leveduras (Suomalainen et al, 1974). As
leveduras representam 60 a 70% dos compostos solidos encontrados nos vinhos. Vinhos
contendo células apresentam muitos ésteres de dcidos graxos (tais como caprilato de etila,
caprato de etila, laurato de etila, ésteres Cj4 a Cig), mais acidos graxos e compostos

nitrogenados - aminodacidos principalmente (Léauté, 1990).

Alcoois superiores e ésteres de 4cidos graxos sdo destilados a uma maior velocidade
no inicio da destilagdo. Os ésteres etilicos de acidos graxos de Cg, Cip e Cyz, todos
possuindo pontos de ebuligdo maiores do que dos &lcoois superiores do dleo fusel, destilam
quase totalmente na fase inicial nfio sendo portanto encontrados nas Gltimas fragSes dos

destilados nem tdo pouco na fragdo de cauda (Guymon, 1973).

Durante a destilagdo e envelhecimento, o élcool reage com &cidos para formar
pequenas quantidades de ésteres como o acetato de etila. Outros ésteres sdo também
formados durante a fermentagfo, destilagio e envelhecimento (Amerine et al., 1972b).
Acidos e alcoois reagem para formar ésteres, e muitas reagbes de oxidagio e redugdo
ocorrem na fase de vapor, durante a destilaciio, como a oxida¢do de aldeidos a acidos ¢ a
redugdio de alguns acidos a alcoois (Watson, 1983). Acetais sfo formados na destilacio
através da condensagfio entre dois alcoois e wn aldeido, reacfo esta catalizada por acido.
Durante a destilacdo, o dietil-acetal é formado em concentrages bem acima do seu
“threshold” para aroma, proporcionando uma fragincia "delicada™ a bebida destilada
{(Nykdnen & Nykanen, 1983).

Acredita-se gue o aroma penetrante e apimentado em bebidas destiladas novas,

uisques, conhaques ou rum, é causado pela acroleina (Nykénen, 1986). A acroleina (2-
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propenal) € provavelmente formada por bactérias, a partir do glicerol ou pela desidrataciio

do glicerol (1,1,3-propanetriol) na presenca de dcidos, a quente, quando em contato com as
superficies metalicas da coluna de destilagio (Nykédnen, 1986; Nykinen & Nykinen,
1991;). A acroleina ¢ altamente toxica, irritante aos othos e nariz € tem um odor picante

(Amerine et al., 1972b).

2.3. Compostos Volateis na Aguardente de Cana e Bebidas Alcoélicas : Mecanismo

de Formaciio e sua relacio com a Qualidade e o Sabor

A aguardente de cana tem seus padrdes de identidade e qualidade definidos pelo
decreto N° 2.314 de 04 de setembro de 1997, e pela Portaria N° 371 do Ministério da
Agricultura, de 18 de setembro de 1974, que especifica que o coeficiente de congéneres néo
podera ser inferior a duzentos miligramas por cem mililitros de alcool anidro. Além disso,
os componentes volateis ndo alcool da aguardente de cana deverdo obedecer aos seguintes

limites:

Teor maximo
Parimetros (mg/100 mL de alcool anidro)
Acidez volatil, em acido acético 150
Esteres, em acetato de etila 200
Aldeidos, em aldeido acético 30
Farfural 5
Alcoois superiores 300

De acordo com Laing & Jinks (1996) o sabor ¢ definido como o conjunto de
sensagOes provocadas por estimulos de um produto na cavidade bucal, compreendendo: os
odores, provocados pelas substdncias volateis, através da via retromasal; os gostos,

provocados pelas substincias soliveis na boca; e os fatores de sensibilidade quimica,
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estimulantes das terminagbes nervosas das cavidades oral e nasal (pungéncia, frescor,

irritagio).

O sabor das bebidas alcodlicas ¢ devido a inimeros compostos orgénicos volateis e
nio volateis, que conferem as bebidas seu sabor tipico. Estes compostos podem ser
divididos em varios grupos de acordo com sua natureza quimica. Alcoois superiores (dleo
fisel), acidos graxos e ésteres formam quantitativa e qualitativamente o maior grupo na
fragdo de aroma voldtil das bebidas alcodlicas, sendo os dlcoois superiores os mais
abundantes {Lehtonen & Jounela-Eriksson, 1983; Berry, 1995). Compostos carbonilicos,
fenéis e compostos nitrogenados e sulfurados, sfo menores em quantidade, mas sua
contribuigdio para o aroma pode ser tio grande, ou mesmo maior (Lehtonen & Jounela-
Eriksson, 1983). Segundo Berry (1995) os compostos carbonilicos como o acetaldeido €
diacetil estdo presentes em pequenas concentragBes; mas tendo “threshold” muito baixo,
podem desempenhar um papel chave no sabor das bebidas. Acidos fendlicos e aldeidos séio
os principais componentes na fragdo nfo volatil das bebidas alcodlicas destiladas (Lehtonen
& Jounela-Eriksson, 1983).

Os compostos do sabor originam-se em diferentes estagios da produgio. A
fermentagfio € inquestionavelmente a principal etapa na produgio destes compostos, mas a
matéria-prima usada na producfio da bebida, a técnica de destilagio e a maturagio
contribuem também para a formagfio e selegio dos compostos do sabor (Lehtonen &
Jounela-Eriksson, 1983). Segundo Berry (1995) as leveduras podem também estar
envolvidas na producfio ou modificacio de compostos sulfurados os quais podem ser de
importincia critica no desenvolvimento de sabores agradaveis e desagradaveis (‘off-
flavours™) nas bebidas alcodlicas. Esses componentes podem ser divididos em diferentes

categorias ¢ tém origem no metabolismo da célula conforme a Figura 1.

Mais de 1.300 compostos volateis ja foram identificados em bebidas alcodlicas
(Nykanen, 1986), e para muitos o “threshold” para o odor e descrigdes do aroma foram

relatados. Apesar destas informagdes, o sabor em um sistema complexo, tal como a cerveja,
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o vinho ou o uisque, nfio pode ser nferido com base em andlises; com poucas excecdes, o
sabor perceptivel € resultante de uma combinagdio de varios componentes, ac invés de ser

devido a um composto de "impacto” (Cole & Noble, 1995).

Apesar das diferentes bebidas serem prontamente distinguidas uma das outras por
suas caracteristicas organolépticas, niio se observam grandes diferengas na sua composicdo
quimica. A diferenca mais importante parece ser no contetido quantitativo dos compostos

do aroma (Suomalainen & Lehtonen, 1979).
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Figura 1. Vias bésicas para formacio dos compostos do sabor durante a
fermentacdo (Fonte: Berry, 1995)

As bebidas alcodlicas podem ser classificadas como “encorpada™ ou “leve”, de
acordo com o seu contetido em compostos arométicos, que podem variar em uma ampla
faixa. O conteudo dos compostos aromdticos do rum leve representa apenas 10% do

conteudo do rum encorpado (Suomalainen & Lehtonen, 1979).Em vinhos e cervejas,
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muitos componentes "trago" normalmente conferem notas distintas de aroma, enquanto
outros em maiores quantidades, como os ésteres ¢ alcoois, contribuem para um sabor
genérico de "fundo"” (Cole & Noble, 1993).

Estudos em alimentos e bebidas, visando relacionar os componentes responsaveis
pelo sabor com sua qualidade, sdo normalmente monitorados pela analise sensorial, que
continua ainda sendo a unica forma de avaliar a aceitagio desses produtos, realizada
diretamente através da percep¢io humana (Stone & Sidel, 1993). A concepgiio mais aceita
de qualidade ¢ aguela que a considera como o conjunto de caracteristicas que diferenciam
as unidades individuais de um produto e que tém importdncia na determinacio do grau de
aceitabilidade daquela unidade pelo comprador/consumidor. Essas caracteristicas sdo as
que tornam o produto agradivel ao consumidor (cor, viscosidade, sabor, aroma, odor,
buqué, auséncia de defeitos e materiais estranhos a vista do consumidor), além de ser isento
de substéncias toxicas. Assim, a expectativa é de que o produto de melhor qualidade seja o
mais bem aceito no mercado (Chaves & Pdovoa, 1992).

Sucmalainen (1971) preparou misturas artificiais contendo 66 componentes: 12
alcoois, 21 4cidos graxos, 26 ésteres e 7 aldeidos e verificou que os €steres foram os que
mais influenciaram o aroma. No grupo dos acidos, o acido acético, caprilico e lurico foram
05 que mais contribuiram; enquanto os 4lcoois, apesar de estarem presentes em
concentragdes proximas a 0,6 g/L, interferiram pouco no aroma. Aparentemente os aldeidos
como o isovaleraldeido e isobutiraldeido sdo os mais importantes na fracdo dos aldeidos,

devido ao seu odor pronunciado.

A aguardente de cana é composta principalmente de dgua e 4lcool, em proporgdes
varidveis, segundo a sua graduagio. Compde-se ainda de componentes secundarios efou
compostos de sabor e de outros compostos em quantidade muitoc menor, embora
importantes. Estes compostos pertencem as seguintes classes: aldeidos, acidos, alcdois
superiores, ésteres, furfural, terpenos, lactonas, furanos, pirazinas, dentre outros (Lima,

1964). Os teores destes compostos secundarios na fermentacdo alcodlica sdo geralmente
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inferiores a 0,1% ¢ frequentemente inferiores a 0,001%. Qualitativamente, os componentes
do aroma da aguardente s#o 0s mesmos que sdo encontrados nas demais bebidas alcodlicas
fermentadas (vinhos, cervejas, saqué etc) e destiladas (conhaque, rum, uisque etc) (Maia,
1994).

Furtado (1995) identificou por meio da cromatografia gasosa 10 (dez) componentes
em aguardente de cana ., sendo estes o acetaldeido, acetato de etila, metanol, etanol, n-
propanol, 2-butanol, isobutanol, n-butanol, 4dlcool isoamilico e acido acético. Dentre estes
compostos o de maior concentragio, para a maioria das amostras, foi o 2-butanol. Nonato
(1999) identificou 38 compostos, em uma amostra de aguardente de cana, dentre eles
alcoois, dcidos, ésteres, terpenos, cicloalcanos e hidrocarbonetos aromaticos. Os ésteres e

alcoois foram os que mais se destacaram em nimero de compostos na amostra analisada.

Vargas (1995) avaliou a qualidade da aguardente de cana produzida em Minas
Gerais no periodo de 1989 a 1994, através de seiscentos e oitenta e trés (683) laudos de
analise emitidos pelo Laboratorio Vegetal do Ministério da Agricultura e Reforma Agraria
(MQG) e verificou que a frequéncia de atendimento a legislacfio foi de 37%. O cobre, acidez
volatil, e o exame organoléptico foram os parimetros que mais coniribuiram para a

frequéncia de nio atendimento (30, 28 ¢ 24% respectivamente).

2.3.1. Etanol

O etanol, maior constituinte orgénico volatil das bebidas, em baixas concentragdes
tem apenas um leve odor e € um excelente solvente para materiais odoriferos. Tem um leve
sabor doce ¢ abranda o sabor 4cido. O vinho desalcoolizado € muito mais adstringente do
que o mesmo vinho com alcool (Amerine, 1972). De acordo com Berg et al. (1955b) o
“threshold” para odor do alcool etilico € de 0,004 a 0,0052 g por 100 mL de 4gua. Segundo
Williams (1972), o etanol da corpo as bebidas destiladas, vinhos e cidras, reduz a acidez
aparente, aumenta a dogura e tem um efeito global de suavizar outros gostos caracteristicos.

Williams (1972) acrescenta ainda que o etanol € percebido em concentragdes abaixo de 1%
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devido ao seu odor frutado, apresentando um leve efeito secativo nas narinas. Seu
“threshold” para odor ¢ de 0,01% a 0,05% e para o gosto ¢ da ordem de 1 a 2%.

2.3.2. Alcoois Superiores

Os principais dlcoois superiores produzidos pelas leveduras sdo os 4lcoois alifdticos,
n-propanol, isobutanol (2-metil-1-propanol), alcool amilico ativo (2-metil-1-butanol),
alcool isoamilico (3-metil-1-butanol) e os dlcoois aromaticos hexanol e 2-feniletanol (;
Nykidnen, 1986; Nykinen & Nykinen, 1991). O 3-metil-1-butanol é o dlcool fisel
dominante nas bebidas. Seu contetido ¢ aproximadamente metade do total da fracdo de
leool fusel nas bebidas. O 2-metil-1-propanol é também abundante, mas seu conteudo €
muito menor do que do 3-metil-1-butanol. Os dlcoois I-propanol e 2-metil-1-butano] estio
presentes em quantidades moderadamente altas (Lehtonen & Jounela-Eriksson, 1983).

Os élcoois fiasel t€ém um aroma caracteristico e exercem uma grande influéncia no
sabor das bebidas destiladas . O termo fusel refere-se ao gosto e aroma de queimado destes
alcoois. Os odores do isobutanol, alcool amilico ativo e isoamilico sio muito penetrantes, o
que torna sua presenca facilmente detectada, mesmo em bebidas moderadamente
aromatizadas (Nykinem, 1986; Nykinen & Nykinen, 1991). Os élcoois superiores
concedem um aroma “alcodlico” ou “semelhante a solvente” as cervejas, e produzem um

efeito de aquecimento no palato (Mac Donald et al., 1984).

Os uisques e conhaques devem suas caracteristicas sensoriais, em parte, ao "6leo
fitsel”, ao qual tem sido atribuida a percepgfio de "corpo” ou “profundidade”. Um conhaque
pouco encorpado tem cerca de 0,60-0,75 g/ de oleo fisel; o médio tem 0,75-0,90 g/ e o
pesado de 0,90-1,00 g/I. (Guymon, 1972). O 2-feniletanol, formado a partir da fenilalanina,
pode melhorar consideravelmente o sabor das bebidas alcodlicas por apresentar um odor

suave de rosas (Nykéinen & Nykdnen, 1991).

24



Em concentragdes muito baixas os alcoois superiores desempenham um papel
desejavel nas qualidades sensoriais (Amerine et al., 1972a). Contudo, Filipello (citado por
Amerine et al.,1972a) achou uma correlacio negativa entre o conteido de alcoois
superiores € as qualidades sensoriais. Almeida & Barreto (1971) relataram que maiores

teores de n-propanol estéo correlacionados com aguardentes de qualidade inferior.

Amerine (citado por Amerine et al.,1972a) sugere que os alcoois superiores podem
ser importantes ndo apenas por causa dos seus odores proprios, mas pela sua acéio solvente
sobre outras substincias odoriferas, interferindo na volatilidade das mesmas e
consequentemente nos seus “thresholds” sensoriais. O valor do “threshold” de odor para o
isobutanol relatado na literatura é de 75 mg/L e para o élcool isoamilico, 6,5 mg/L (Salo et
al, 1972).

Virias relagdes numéricas baseadas nos teores de 4alcoois superiores tém sido
propostas como critério de diferenciagiio entre as bebidas alcoolicas. As relagdes entre
alcool amilico/alcool isoamilico e propanoVisobutanol ocasionaram um alto grau de

diferenciagéo entre bebidas alcodlicas de diferentes tipos e procedéncias (Lisle et al., 1978).

Singer (1966a, 1966b) observou que as proporcdes de alcoois C3, C4 ¢ C5,
expressas como uma relagfo entre o isopentanol/isobutanol e n-propanol/isobutanol, se
situam em faixas distintas e tipicas para cada bebida. Estas rela¢des tém como objetivo a
elucidacdo da origem, falsificacdo e identidade das bebidas alcodlicas, nfo se aplicando 2
avaliacdo da gualidade das mesmas. A relacio dlcool amilico/isoamilico € particularmente
caracteristica; o conhaque de boa qualidade e o de qualidade inferior apresentam relacdo de
0,19-0,24 e 0,24-0,26 respectivamente; e de 0,36-0,44 para o uisque. Esta rela¢do foi
determinada ser, em média, de 0,34 para uisques, 0,22 para brandies e 0,20 para runs Smedt
& Liddle (1975).
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Almeida & Barreto (1972) analisaram 60 amostras de aguardentes, provenientes de
diferentes regibes do Brasil, e em todas identificaram os alcoois n-propanol, isobutanol ¢
isoamilico; os teores variaram de um minimo de 7,00, 6,40 e 19,60 a um maximo de 65,20,
36,60 e 98,50 mg/100 mL da amostra respectivamente. Segundo os autores as aguardentes
classificadas, por seus caracteres organoléticos como de boa qualidade, apresentaram
somente os 3 dlcoois superiores acima referidos. As amostras de qualidade inferior
apresentaram um teor elevado de n-propanol; em muitas foi identificado n-butanol e em
algumas foi verificada a presenca de 2-butanol e um composto ndo identificado que

provavelmente era o 2-metil-butanol.

Mecanismo de Formacgéio

O mecanismo de formagdo dos alcoois fiisel nas bebidas alcodlicas estd bem
esclarecido. Webb & Ingrabam (1963) fizeram uma extensa revisdo sobre o assunto. Os
alcoois superiores sdo formados a partir de carboidratos e de aminodcidos , respectivamente
na rota de biossintese de aminodcidos e na de catabolismo dos mesmos (NyKiinen &
Suomalainen, 1983; Berry, 1984; Pigott et al.,1989). A formagio de 4lcoois superiores a
partir dos amino4cidos ocorre através de reagdes de descarboxilagiio e desaminaciio (Webb
& Ingraham, 1963; Nykénen, 1986; Nykidnen & Nykénen, 1991).

Ambas rotas podem ocorrer siultaneamente na fermentagio, com desvio da rota
degradativa para a rota biossintética quando os aminodcidos do mosto tiverem sido
metabolizados (Reazin et al.,1970; Korhola et al. 1989; Berry, 1995).

Além disso, as leveduras sd0 capazes de reduzir os aldeidos a alcoois durante a
fermentacéo. Entdo os dlcoois alifiticos de cadeia longa e os dlcoois arométicos, os quais
ocorrem em menores quantidades em muitas bebidas destiladas, sio formados
provavelmente desta maneira (Nykénen & Nykinen, 1991). O mecanismo de formagdo dos
alcoois superiores € similar ao envolvido na formacfo de etanol através do piruvato e a

enzima que ¢ envolvida na etapa final, dlcool desidrogenase (ADHI1), parece ser nfio
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especifica e ser responsavel pela reducfio dos aldeidos a alcoois durante a formacdo de

todos alcéois superiores (Reazin et al., 1970).

Na via catabolica de Ehrlich, os aminoacidos presentes no mosto sio absorvidos
pelas leveduras e transaminados para dar os a-~cetodcidos, os quais sdo descarboxilados e
reduzidos a alcool (Figura 2). Na via anabélica o piruvato e acetil-CoA formados pelo
metabolismo dos carboidratos do mosto agem como precursores na biossintese de
aminodcidos. O penultimo estagio na biossintese de todos os aminoscidos ¢ a producio do
a-cetodcido apropriado, o qual € transaminado para formar o respectivo aminoacido. Como
ocorre na via de Ehrlich, a descarboxilagdo e reducio destes a-cetodcios sfo responsaveis
pela formacdio dos dlcoois superiores. No caso dos alcoois superiores, tais como n-
propanol, para o qual ndo hd aminoicidos equivalentes encontrados paturalmente, a via
anabolica € a Ginica maneira de sintese (Mac Donald et al., 1984). Webb & Ingraham (1963)
relatam que o n-propanol € formado em conexo com a treonina, o isobutanol com a valina,
o alcool amilico opticamente ativo com a iscleucina € o lcool isoamilico com a leucina,

pelas vias anabolicas ¢ catabolicas.
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1;&12 ? 0 NH;
R-CH-COOH + R1-<1:-COOH transaminase _ o L coom + Ry-CH-COOH

aminoacido (1} o-cetoacido (2) a~cetoacido (1) aminoacido (2)
O
[} carboxilase
R-C-COOH » R-CHO+ CO,
a-cetoacido (1) aldeido (1)
NADH +H*

R-CHO \ / R-CH,OH

alcool desadrogenase
aldeido {1) alcool superior (1)

Figura 2. Esquema de formag#io de dlcoois superiores nas leveduras pela via de Ehrlich
(catabdlica)

2.3.3. Aldeidos

A fracdo mais volatil das bebidas alcodlicas é composta de compostos carbonilicos
(Nykdnem, 1986). Compostos carbonilicos, tais como o diacetil e aldeidos (como por
exemplo o acetaldeido) desempenham um papel importante no desenvolvimento de
sabores. Aldeidos, que possuem um “threshold” muito baixo, tendem a ser considerados

como “off-flavours” (Berry, 1995).

O acetaldeido € um subproduto normal da fermentagio alcodlica e tem um odor
pronunciado. Em cervejas o acetaldeido em excesso concede um sabor descrito como
“gramineo”, “magés esmagadas”, ou “cidra” ( MacDonald et al., 1984). Berg et al. (1955a)
relataram que o “threshold” do acetaldeido € de 1.3 a 1,5 mg por litro de agua. Mas em
vinhos de mesa Hinreiner et al. (1955) encontraram “threshold” de 0,1 a 0,125 mg.
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Um grande ntmero de aldeidos alifiticos tem sido identificado nas bebidas
alcodlicas. Dentre estes, o acetaldeido é usualmente o composto encontrado em maior
quantidade e representa mais que 90% do contetido de aldeidos nas bebidas. Por outro lado,
como seu “threshold sensorial” € relativamente alto, pequenas variagSes no seu conteido
dificilmente afetarfio o odor das bebidas. Entretanto, o baixo contetido de acetaldeido nas
bebidas ¢ mais frequentemente associado com uma melhora da qualidade (Nykiinen &
Suomalainen, 1983). O acetaldeido e outros aldeidos alifaticos de cadeia cuorta possuem
odor pungente o que pode aumentar o sabor picante das bebidas (Nykanen, 1986; Nykinen
& Nykinen, 1991). Outros aldeidos saturados, desde o formaldeido (C,) até o dodecanal
(C12), foram detectados em brandies e conhaques Marché et al. (citados por Nykinen &
Nykinen, 1991). Muitos destes aldeidos podem também ser encontrados em uisque e rum
(Nykinen & Suomalainen, 1983).

Além dos aldeidos saturados, deve ser levado em consideragdo o efeito potencial de
alguns aldeidos insaturados no sabor das bebidas alcodlicas. Quando Kahn et al. (1968)
determinaram por cromatografia gasosa um composto de baixo ponto de ebuligio na fraco
de cabeca de um destilado de cerveja canadense, encontraram a acroleina. Eles sugeriram
que 2 acroleina, que tem um odor penetrante e propriedades lacrimogénicas, é responsavel

pelo aroma apimentado ("peppery smell”) em uisques.

O furfural e o hidroximetilfurfural podem aparecer no caldo de cana, quando a
colheita da cana € precedida da queima da folhagem, o que acarreta a desidrataciio parcial
de uma pequena fragdo de aglicares presentes. A desidratagdo parcial de pentoses, leva ao
2-furfuraldeido (ou furfural); a desidratacio de hexoses, leva ao S-hidroximetil-2-
furfuraldeido (ou hidroximetilfurfural) (Novaes et al., 1974).

Nascimento et al. (1997) quantificaram o furfural e 5-hidroximetilfurfural em 56
aguardentes de cana brasileiras ¢ encontraram teores médios de 0,40 e 0,49 mg/100 mL de
etanol absoluto, respectivamente. Determinaram também, por cromatografia liquida,

dezoito aldeidos em 56 aguardentes de cana e em 19 brandies de categoria internacional. Os
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aldeidos mais importantes quantificados (mg/100 mL de etanol absoluto) nas aguardentes
de cana, foram o formaldeido (0,01-1,20), 5-hidroximetilfurfural (nd-1,86), acetaldeido
(3,3-20), acroleina (nd-0,70), furfural (nd-2,6), propionaldeido (nd-0.06), butiraldeido (nd-
2,0), benzaldeido (nd-0,60), isovaleraldeido (nd-0,20) e n-valeraldeido (nd-0,20). O aldeido
encontrado em maior quantidade em todas as aguardentes de cana foi o acetaldeido. As
quantidades de aldeidos nos destilados internacionais foram significativamente maiores,

comparadas com as aguardentes brasileiras.

Mecanismo de Formacao

A maior parte do acetaldeido e de outros aldeidos alifaticos de cadeias curtas,
encontrados em vinhos e bebidas destiladas, é formada durante a fermentagfo. Junto com
os 2-cetodcidos eles sfo compostos chave nas reagdes bioquimicas de produgéio de alcoois
fiasel, a partir de aminoécidos e agticares, pelas leveduras. Sdo formados dentro das células
e entdo transferidos ao meio de fermentagio (Nykidnem, 1986). Ha evidéncias que os
cetodcidos servem como intermedidrios na sintese de aldeidos pelas leveduras durante a

fermentacio (Nykénen & Suomalainen, 1983).

Os aldeidos podem também ser formados durante a fermentacfo através da oxidagdo
de alcoois (particularmente durante a maturagio das bebidas), degradacfo oxidativa de
Strecker de aminoacidos e autoxidagfio de 4cidos graxos insaturados (Nykinen &

Suomalainen, 1983).

O acetaldeido ¢ formado no penultimo estagio da via glicolitica ou via de Embden-
Meyerhof-Parnas pela descarboxilagio do piruvato, e reducéo a etanol pelo NADH"™ numa
reacdo catalisada pela desidrogenase alcodlica. Além de ser reduzido a etanol, uma
pequena parcela do acetaldeido produzida ¢ oxidada a 4cido acético, reagdo esta

influenciada pela concentragio do etanol presente (MacDonald et al., 1984).
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2.3.4. Acetais

Alcool e acetaldeido reagem lentamente para formar acetal, um composto com odor
um tanto pronunciado (Amerine et al, 1972b). O acetaldeido dietil acetal ou 1,1-
dietoxietano € o composto naturalmente encontrado em maior quantidade entre os acetais
(Nykénen & Nykinen, 1991)

Mecanismo de Formacao

A formacdo de acetal ocorre na presenca de alcool, em duas etapas consecutivas; na
primeira fase, o aldeido combina com a molécula de 4lcool para formar o hemiacetal; na
segunda fase, uma molécula adicional de élcool ¢ acrescentada para formar o acetal. A
reacdo € reversivel, e os acetais formados podem ser hidrolisados a aldeido e é4lcool em
solu¢des alcoolicas diluidas. Ambas as reagdes, de formacéo e hidrolise dos acetais sédo

catalisadas por acidos (Nykinen & Nykénen, 1983).

A formacio de acetais reduz o conteudo de aldeidos livres nos destilados;
consequentemente, os acetais formados podem suavizar o odor pungente causado pelos
aldeidos. Por causa da sua formacdo ser muito rapida em destilados, eles sdo compostos

frequentemente encontrados nas bebidas destiladas (Nykénen & Nykénen, 1991).

2.3.5. Dicetonas

O composto carbonilico mais extensivamente estudado € o diacetil (2,3-
butanediona) o qual d& uma contribuicdo importante para o sabor das cervejas tipo “larger”,
vinhos tintos e algumas bebidas destiladas como o uisque ¢ o rum. Embora sua presenca
seja considerada essencial para um sabor adequado, a sua producfo excessiva pode causar o
aparecimento de “off-flavours” (Berry, 1995). E um componente importante do sabor,
sendo reconhecido em muitas bebidas alcodlicas, por causa do seu baixo valor de

“threshold”, e do seu odor parecido com manteiga (Nykédnem, 1986; Nykénen & Nykénen,
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1991). Seu odor € tfo intenso que o mesmo € detectado em misturas alcodlicas na

quantidade de 3 pg por litro (Suomalainen, 1971).

Mecanismo de Formagio

O diacetil é produzido pela descarboxilagio oxidativa de hidroxiacidos. Nos tltimos
estagios da fermentagfo, o diacetil pode ser metabolizado pelas leveduras a acetoina e *2,3
butanodiona”. A sintese de diacetil e “2,3 pentanodiona” pode também ser resultante da
contaminacdo da fermenta¢io por certas bactérias tais como Pediococcus e Lactobacillus

(Berry, 1995).

2.3.6. Acidos Orgénicos

Os 4cidos orgénicos encontrados nas bebidas alcodlicas sdo importantes sob varios
aspectos. Primeiro, sio componentes de um dos principais grupos do sabor. Todos 4cidos
orgéinicos tém o atributo da acidez em grau variado, mas alguns t€ém suas caracteristicas
proprias de sabor. Por exemplo o 4cido citrico tem um sabor “4cido fresco” (“fresh acid™)
diferente do acido malico; o acido succinico tem um sabor salgado “salty” incomum,
amargo, além da sua acidez. Em segundo lugar, os 4cidos diferem muito na sua utilizagio
metabdlica por microrganismos, particularmente pelas bactérias laticas; o 4cido succinico
nido é facilmente metabolizado anaerobia e aerobiamente, enquanto o dcido malico e
citrico sdo prontamente metabolizados anaerobiamente o que ocasiona mudangas no sabor
das bebidas (Whiting, 1976).

Whiting (1976) relata ainda, que o acido acético apresenta aroma caracteristico ¢
efeito no palato posterior, enquanto cada um dos homologos de cadeia maior apresenta seus
aromas caracteristicos desagradiveis nas bebidas. Boza & Horii (1998) verificaram que a

acidez influi negativamente no sabor da aguardente.
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Segundo Whiting (1976) os principais dcidos orginicos nio volateis encontrados
nas bebidas alcodlicas sfio os oxidcidos (principalmente Acido pirivico e 2-oxoglutarato),
acido L(-) malico, acido succinico, dcido fumdrico, acido citramdlico, &cido D(-)2-
metilmalico, acidos 2,3-dihidroxibutirico substituidos, acido citrico, acido tartarico, acido
L-pirrolidonecarboxilico (5-oxoproline), 4cidos glicosidicos (acido gliconico), glicolato e

acido glutarico.

Os acidos graxos voliteis contribuem indubitavelmente para o sabor das bebidas
destiladas, apesar de por si mesmos, serem apenas capazes de aumentar razoavelmente a
acidez. A maioria dos 4cidos presentes em bebidas destiladas, é de 4cidos
monocarboxilados comuns, formados durante a fermentacdo. O termo acidez volatil esta
completamente difundido, mas refere-se a compostos que podem ser vaporizados com o
alcool e agua e coletados no destilado, apesar de apresentarem ponto de ebuli¢io mais alto
do que a agua. (Nykdnen & Nykinen, 1991). Na acidez volatil das bebidas alcodlicas, além
do acido acético e lactico que sfio subprodutos normais da fermentacgfo alcodlica estiio
presentes também os acidos, formico, butirico, propidnico, e outros em quantidades infimas
(Amerine et al., 1972a).

Os 4cidos graxos volateis que sfo produzidos durante a fermentacio e que destilam,
constituem o mais importante grupo de compostos do sabor em malte uisque e outras
bebidas destiladas. Os mais importantes dentre os 31 4cidos identificados em uisques
incluem os &cidos: propidnico (1,5%), isobutirico (4,9%), butirico (1,5%), isovalérico
(5,9%), hexandico (4,2%), octandico (26,7%), decandico (31,6%), dodecandico (16,2%),
tetradecandico (2,2%) e 9-hexadecenoico (2,01%). Os valores em parénteses representam a
percentagem em relacdo aos acidos totais, excluindo o acido acético, em um uisque escocés

tipico (Berry, 1984).

Acidos graxos de cadeia média (Cs-Cio) podem representar 85-90% dos acidos
graxos totais das cervejas. A producgdio de acidos graxos de cadeia média durante a
fermentacdo para producdo de cerveja, € associada com o sabor “caprilico” (“goaty”™) ou
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“de sabio/gordura”. E interessante notar que os nomes triviais dos trés acidos, capréico,

caprilico e céprico, respectivamente, sfio derivados do vocdbulo latino “caper”, que
significa cabra (MacDonald et al., 1984). Berry (1995) também relata que 4cidos graxos de
cadeia média podem ser excretados no meio e conferir um odor desagradavel caracteristico,
as bebidas; acidos graxos de alto peso molecular tendem a ser incorporados na estrutura das

células, normalmente na forma de fosfolipideos.

Apesar de haver uma grande variagdo na proporgdo relativa de icido acético nas
diferentes bebidas, esse acido normalmente representa de 60 a 95% da acidez total
((Nykéinen & Suomalainen, 1983). Segundo Nykinen et al. (1968) esse acido representou
40-95% do total de 4cidos volateis em uisque, 75-90% em conhagues ¢ brandies ¢ 75-90%
em rum). No entanto Lehtonen & Jounela-Eriksson (1983) relata que a composigdo da
fracio de 4cidos graxos, excluindo o acético, ¢ surpreendentemente invaridvel nas
diferentes bebidas. Em vinhos a quantidade de acido acético, produzido durante a
fermentagio alcodlica, é pequena, normalmente menor que 30 mg por 100 mL (Amerine et
al., 1972a). Dentre algumas amostras de brandies, uisques, conhaques e runs, analisadas por
Nykinen et al. (1968), o rum apresentou a maior quantidade de dcidos volateis (600 mg/L),

enquanto uma marca de uisque escocés apresentou o menor valor (90 mg/L).

Lehtonen & Jounela-Friksson (1983) observaram diferengas minimas nas
proporgdes relativas de &cidos graxos em uisque, conhaque e rum. Relataram que ha
relativamente muito mais dcido propidnico, butirico e valérico em rum do que em uisque ¢
conhaque, que contém muito pouco 4cido valérico. O contetido de 4cidos graxos de cadeia
ramificada, como o isobutirico, apresentou o mesmo nivel em cada uma das bebidas,
enquanto as proporgdes de acido hexanéico e dcidos de cadeia maior foram ligeiramente

menores em rum do que em outras bebidas.

Nykinen et al. (1968) verificaram que o acido acético, caprilico, céprico e laurico,
foram os mais abundantes em amostras de brandies, conhaques e uisques. O rum conteve a

maior quantidade de 4cidos graxos de baixo peso molecular, particularmente os acidos
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propidnico e butirico. Suomalainen et al. (1974) relatam que os 4cidos propibnicos,
isobutirico, butirico, 2-metilbutirico e isovalérico apesar de estarem relativamente em
menores quantidades, contribuem significativamente para o aroma das bebidas, pois

possuem odores individuais muito mais fortes do que o acido acético.

De acordo com Nykdnen & Nyk#nen (1983) vinte e oito Acidos graxos
monocarboxilicos ja4 foram identificados em bebidas alcodlicas. Praticamente todos os
acidos monocarboxilicos de cadeia linear at€¢ o acido octadecandico, estfio presentes nas
bebidas destiladas. Além disso, dcidos de cadeia ramificada tém sido identificados em
uisque, conhaque e rum (Nykinen et al., 1968). Segundo Leauté (1990) os acidos graxos
ddo corpo as bebidas destiladas e sdo fixadores de varios compostos arométicos. Os valores
de “threshold” dos dcidos encontrados em bebidas alcodlicas variaram entre 0,7 a 20 ppm,

em solucdo alcodlica a 10% (Suomalainen, 1971).

Nascimento et al. (1998) identificaram e quantificaram, em 20 amostras de
aguardentes de cana brasileiras, o 4acido acético, propidnico, isobutirico, butirico,
isovalérico, valérico, isocaprdico, caproico, heptanoico, n-caprilico, n-caprico, laurico,
miristico e palmitico. Do total dos 4cidos quantificados, 95,14% eram correspondentes ao

acido acético.

Mecanismo de Formacio

Segundo Berry (1995) alguns 4cidos orgdnicos excretados no meio de fermentagéo
sdo derivados de vias metabodlicas intermedidrias, como por exemplo o acético, malico e
succinico; contudo, a maioria dos acidos graxos de cadeia longa € derivada da via
biossintética dos acidos graxos. O acido acético € o principal 4cido orgénico excretado no
meio de crescimento. E produzido pela oxidagio do acetaldeido, com remocio de

hidrogénios, na reacfio que € oposta a reducio normal do acetaldeido a etanol.
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A Dbiossintese de 4cidos orginicos durante a fermentagdo de varias bebidas
alcodlicas foi revisada por Whiting (1976). Inicialmente os acidos orgénicos formados na
fermentacdo sdo resultantes do metabolismo de aminoécidos, que produzem a-cetoacidos.
Posteriormente, a formacdo dos acidos é devida ao metabolismo de carboidratos, via

Embden-Meyerhof-Parnas e em certas reagtes no ciclo de Kreb’s (MacDonald, 1984).

Tem sido demonstrado em fermentacSes de uisques, que os acidos voléteis podem
originar-se tanto a partir de carboidratos como de aminoacidos. A maior parte do 4cido
acético é derivada de carboidratos mas os 4dcidos n-butirico e isovalérico sfo em parte
derivados da leucina (Reazin et al., 1970).

O mecanismo mais provavel de formagdo de 4cidos graxos pelas leveduras parece
ser o descrito por Lynen (1967). De acordo com esse pesquisador, a biossintese de acidos
graxos ocorre em varias fases consecutivas. A reacdo inicial ¢ a formagfio de acetil-coA,
pela descarboxilagio oxidativa do 4cido 2-oxopropanéico ou pela ativagio do acetato
derivado da oxidagdo do alcool etilico. A proxima fase envolve a formagio de um
intermedidrio N-carboxibiotinil seguido pelo acoplamento do grupo carboxil com a acetil-
coA para formar o malonil-coA reativo; entdo dois atomos de carbono derivados do
malonil-coA sio adicionados em ciclos sucessivos a acil-coA. Logo, os acidos graxos que
sdo formados tém nimero par de atomos de carbono. Quando dcidos graxos com numero
impar de atomos de carbono sio formados, a etapa inicial comega com propanoil-CoA, ao

invés de acetil-CoA.

Os 4cidos insaturados sdo também formados por um mecanismo similar (Nykénen
& Suomalainen, 1983). A ocorréncia de acidos graxos insaturados parece depender das
condi¢Bes de fermentagdo. Fermentacbes conduzidas em condigles aerdbicas produzem
quantidades significativamente maiores de dacidos graxos insaturados do que as

fermentacOes estritamente anaeréicas (Nykédnen & Nykinen, 1991).
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2.3.7. Esteres

Os ésteres formam o mais interessante e o maior grupo de compostos do sabor em
bebidas destiladas (Nykénen & Nykinen, 1991; Berry, 1995). E evidente que 2 sua
quantidade e propor¢Ges relativas sdo de grande importancia na percepgio do aroma das
bebidas (Nykédnen & Nykdnen, 1991). Nykiinen & Suomalainen (1983) identificaram 242
esteres de édcidos monocarboxilicos alifaticos em bebidas alcodlicas; destes, 61 foram
encontrados em rum. Como compostos volateis que concedem um odor agradavel, sdo de
grande importancia para o aroma das bebidas alcodlicas. Parece, entretanto, que as
propriedades particulares do aroma somente raramente podem ser associadas a um éster

especifico (Nykinem, 1986).

Os ésteres contribuem para um aroma de frutas no “bouquet™ da bebida (Cole &
Noble, 1995). O éster etilico, isobutilico, isoamilico e os ésteres de 4cidos graxos de cadeia
curta tém um aroma agradavel de frutas e sdo os principais componentes que interferem na
percepgdo do aroma (Suomalainen & Lehtonen, 1979; Lehtonen & Jounela-Eriksson,
1983). ‘

Os ésteres mais importantes encontrados nas cervejas sdo o acetato de etila (aroma
de frutas, parecido com solvente, “solvent-like”), acetato de isoamila (aroma de pera),
acetato de isobutila (aroma de banana), caproato de etila (aroma de mac3) e acetato de 2-
fenitil (aroma de mel, frutas, flores) (Peddie,1990). O “threshold” para odor dos ésteres é
baixo, variando entre 0,2 ppm para o acetato de isoamila a 17 ppm para o acetato de etila
(Suomalainen, 1971).

Em geral, o nivel de acetato de etila em bebidas destiladas ¢ alto (Nykiinen &
Nykédnen, 1991). Considerando o contetido total de ésteres, o acetato de etila geralmente
excede 50%; em brandies e conhaques a propor¢io de acetato de etila pode ser tio alta
como 90 a 95% Adam (citado por Nykinen & Nykinen, 1991) e em uisques americanos,

56 a 72% (Schoeneman & Dyer, 1968).
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Os ésteres exercem um papel importante nos odores de vinhos e cophaques. Em
vinhos, o acetato de ctila em concentragdes abaixo de 200 mg por litro parece ter um odor
desejavel, mas em concentragbes maiores € associado a uma caracteristica de deterioracfo
(Amerine et al., 1972a). Nos conhaques, o acetato de etila € o éster mais comum, sendo
também relatados ésteres de dlcoois propilico e butilico, que em pequenas concentragdes

nio sdo desagradaveis (Amerine et al., 1972b).

Nykénen & Nykédnen (1983) relatam que em rum a quantidade de acetato de etila
varia entre 20 a 400 mg/L, mas existem runs que contém menos do que 5 mg/L ou mais do
que 1000 mg/l.. Em uisque escocés seu contetido médio é de 145mg/L. Em uisque
canadense ou japonés seu contetido é menor que 100 mg/L (Lehtonen &Jounela-Eriksson,
1983).

Praticamente todos os é€steres etilicos de acidos graxos de cadeia linear saturada ,
desde o 4cido acético até o dcido octadecandico foram identificados em uisques, conhaques,
brandies € runs. Além disso, a complexidade da frago éster é aumentada pelo fato das
fragBes de sabor conterem um grande niimero de ésteres etilicos de acidos graxos de cadeia
ramificada, acidos graxos insaturados, hidroxiacidos e dcidos dibasicos, assim como ésteres

com a unidade de 4lcool maior do que o etanol (Nykiinen & Nykinen, 1991).

Llisté et al.(1979) detectaram em 11 amostras de aguardentes de cana, a presenga
dos ¢€steres acetato de butila, acetato de etila, butirato de etila e acetato de isoamila. Os
teores encontrados variaram de um minimo de 26,71; 31,75; 35,77 ¢ 41,23 a wm maximo de

68,68; 67,20; 84,85 ¢ 86,51 mg por 100 mL da amostra, respectivamente.
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Mecanismo de Formacio

A formagio de ésteres, pelas leveduras, é extensamente discutida na literatura. Os
primeiros estudos detalhados sobre a biossintese de ésteres pelas leveduras, foram
conduzidos por Nordstrom (1961, 1962, 1963, 1964 a. 1964b). O autor propds que os
ésteres sdo formados pela alcodlise da acil-coenzima A (-CoA) dentro das células de

levedura:

RCOOH + ATP + CoASH —® RCO-SCoA + AMP + PPi

R.CO-S.CoA + R'OH <« R.COOR! + CoASH
onde,
AMP Adenosina-5’-monofosfato; CoASH Coenzima A; RCO-SCoA acil Coenzima A:
RCOOH 4cidos; RCOOR ésteres; PPI pirofosfato inorganico

Os compostos envolvidos na produgido de ésteres sfo o etanol ou dlcoois superiores,
acidos graxos, coenzima A e uma enzima sintetizante que foi descrita pela primeira vez por
Nordstrdm (1962). O composto acil-CoA mais comum é o acetil-CoA, que é formado pela
descarboxilagdo oxidativa do piruvato e tem um papel central no metabolismo das
leveduras. Os compostos acil-CoA maiores so intermedirios do metabolismo de acidos
graxos (MacDonald et al., 1984).

Posteriormente Nordstrom (1963, 1964a) propds que os alcoois tornam-se
esterificados pela reagio com os 4cidos graxos que sofreram uma ativagdo prévia pela
combinacio com CoASH. E concluiu que apesar da acetil-CoA poder ser formada pela
descarboxilagdo oxidativa do piruvato, a maioria dos outros compostos acil-CoA é
proveniente da acilagio da CoASH pela agdo da acil-CoA sintetase. E nesta forma ativada
que os compostos acil-CoA podem agir como doador do grupo acil.

A unidade acida dos ésteres volateis pode ser obtida das 3 maneiras seguintes:
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1) Pela ativagéo dos acidos monocarboxilados

RCOOH + ATP + CoA-SH —» CO-SCoA + AMP + PPi + H,O
onde
ATP Adenosina-5’trifosfato

2) A partir de 2-oxidcidos por descarboxilagdo oxidativa

RCOCOOH + NAD" + CoA-SH—®» RCO-SCoA + NADH, + CO,
onde,
NAD " e NADH; Nicotinamida-adenina-dinucleotideo (difosfopiridina-nucleotideo)

e sua forma reduzida

De acordo com este mecanismo, a acil-coenzima-A funciona come um composto -
chave na biossintese de ésteres. Durante a fermentacdo, as leveduras produzem acil-CoA
dentro das células através da ativagio de acidos graxos ou através da descarboxilagio
oxidativa de cetoacidos. Os dois primeiros mecanismos diferem principalmente na

capacidade de utilizar ATP, o primeiro requer ATP e o segundo ndo.

Além destas reages, o terceiro mecanismo envolve uma fase intermedidria similar 2
que foi descrita para a sintese de acidos graxos, que corresponde ao alongamento da cadeia
carbOnica. A primeira fase de sintese de ésteres é também a formacfo de malonil-CoA; em
um complexo multienzimatico, malonil-CoA entfio se une ao acil-CoA, o qual foi formado
em um ciclo anterior, e transfere duas unidades de carbono a cadeia carbdnica do acido. A
etapa final é a clivagem da enzima do complexo. Na presenca de dlcool, a reagdo produz
um éster, enquanto na presenca da agua, o resultado € um acido graxo livre (Nykiinen &
Nykénen, 1991).
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3) CH;-CO-S8-CoA + CO, + ATP —® HO,C-CH»-CO -S.CoA + ADP + Pi
Acetil-CoA Malonil-CoA

onde, ADP Adenosina-5’difosfato; Pi Fosfato inorgénico

RCO-SCoA + HO,;C-CH>-CO-SCoA + 2NADH; —p RCH,CH,CO-SCOA
+2NAD + CO; + HyO

A quantidade de ésteres especificos produzidos é dependente da abundéincia relativa
dos alcoois correspondentes e da acil-CoA produzida pelas leveduras. Desde que a acetil-
CoA e o etanol sdo os mais abundantes, o acetato de etila é normalmente o éster

predominante (Berry, 1995).

Yoshioka & Hashimoto (1981) mostraram que as leveduras de cerveja, de saké e de
vinhos de uva, sintetizam acetato de isoamila a partir do alcool isoamilico somente na
presenca de acetil-CoA. Em contraste, estas leveduras produzem acetato de etila a partir de
etanol e 4cido acético assim como de etanol e acetil-CoA. Os autores sugeriram que a
formacdio de acetato de isoamila depende exclusivamente da agdo do 4alcool
acetiltransferase, enquanto a formacfio de acetato de etila depende tanto do alcool
acetiltransferase como da reagéo reversa das estereases. Uma das leveduras que sintentizam
ésteres utilizando as enzimas estereases ¢ a Hansenula anomala, que pode sintetizar mais
de 400 ppm de acetato de etila através desta reagiio (Peddie, 1990). A enzima
acetiltransferase mostrou-se fortemente inibida por 4cidos graxos insaturados, metais

pesados e compostos sulfidrilicos.

O acetato de etila aparentemente é também formado por reagdes quimicas durante o
armazenamento das bebidas alcodlicas, o que pode ser evidenciado pelo aumento no seu

nivel nos uisques envelhecidos em comparagio com os ndo envelhecidos (Brandt, 1982).
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Thurston (citado por Peddie, 1990) sugeriu que durante a fermentagio hi duas
indugGes na sintese de ¢ster. Durante o inicio da fermentacfio a sintese de éster é muito
lenta devido 4 alta demanda metabdlica por acetil-CoA para o crescimento da levedura
(Yoshioka & Hashimoto, 1981). Nesta etapa o oxigénio e a acetil-CoA sio rapidamente
consumidos na producdio de icidos graxos insaturados. Imediatamente apds esta etapa &
estabelecido um equilibrio entre o consumo de acetil-CoA para a sintese de acidos graxos e
de esterdis e para produgio de éster. Isto representa a primeira inducfio para a sintese de
ésteres € ocorre apos aproximadamente 8 horas de fermentagéo. Quando a sintese de 4cidos
graxos ¢ esterdis finalmente acaba, ha um pico no nivel celular de acetil-CoA e na carga de
acetil (a taxa entre [acetil-CoA] e [acetil-CoA + CoASHY]), neste ponto ocorre a segunda
inducdo na sintese de ésteres. Isto acontece aproximadamente no meio da fermentaciio
(entre 20 e 30 horas) e tem relativamente uma pequena duracdo. Entretanto, contribui

significativamente para a sintese total de ésteres.

Os ésteres podem ser formados para remover, das células de leveduras, os acidos
graxos toxicos, €steres de cadeia curta de dcidos graxos (por ex., C,.C¢) podem também ser
produzidos pela mesma raziio de desintoxicagéo celular (Nordstrom, 1962 ¢ 1964a ¢1964b).
Segundo Rainbow (1970) os 4cidos graxos com o comprimento da cadeia entre Cg-Cy4 $80
toxicos para as leveduras, e exibem uma forte atividade antimicrobiana; e se estes forem

insaturados o efeito & intensificado.

De acordo com Nykénen & Nykinen (1991) os ésteres de baixo ponto de ebuligdio,
principalmente acetato de etila, de 2-metilpropila e de 3-metilbutila, assim como os ésteres
correspondentes ao 4cido butandico sfo volateis mesmo A temperatura ambiente e, além
disso apresentam valores de “threshold” um tanto baixo para odor. Portanto, mesmo quando
estdo presentes em baixas concentragdes € possivel reconhecé-los nas analises sensoriais

por seus odores caracteristicos.

Os outros ésteres, que podem aumentar o odor caracteristico das bebidas destiladas,

incluem ésteres etilicos desde o hexanoato ao dodecanoato de etila. Apesar da sua baixa
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volatilidade, eles sdo fatores marcantes do sabor em uisques, conhaques, brandies e rum

devido aos seus valores relativamente baixos de “threshold” (Nykinen & Nykinen, 1991).

2.3.8. Outros constituintes

2.3.8.1. Glicerol

A maioria dos enologistas aponta o glicerol como um composto de consideravel
importéncia sensorial por causa do seu sabor doce ¢ sua oleosidade. Berg et al. (1955a)
estabeleceram um “threshold” de 0,38 a 0,44 % em 4gua. Nas aguardentes de cana o teor
de glicerol pode chegar a 10% da concentragio de etanol (cerca de 0,7% p/v) de acordo
com Maia (1994). A importancia do glicerol esta relacionada com a qualidade das bebidas
alcodlicas como relatado por Rankine & Bridson (1971) para vinho de uva, e por Parfait &
Jouret (1980) para rum. Por causa do seu gosto adogicado similar a glicose, um alto
contetido de glicerol pode ter um efeito favoravel no gosto dos vinhos (Radler & Schutz,
1982).

2.3.8.2.Compostos sulfurados

Os compostos sulfurados apresentam odores desagradaveis e um “threshold” baixo,
portanto tém um efeito negativamente marcante no aroma das bebidas (Suomalainen &

Lehtonen, 1979).

A maioria dos 50 compostos sulfurados j4 identificados em bebidas alcodlicas, &
oriunda diretamente das matérias-primas. Contudo, alguns sdo derivados do metabolismo
das leveduras. O sulfeto de hidrogénio pode ser produzido durante a degradacio da
metionina € cisteina, liberadas durante a aut6lise das leveduras, do "reciclo” de proteinas,
ou a partir do enxofre inorgénico presente no meio. As leveduras podem também produzir
dimetil sulfeto (DMS) a partir de alguns precursores como S-metil-metionina e D-dimetil-
sulfoxido, quando presentes no meio. As leveduras nfio sdo consideradas fonte importante
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de DMS, o qual provavelmente esta presente em altas quantidades em matérias- primas, tal

como na cevada malteada (Berry, 1995).

Normalmente, o sulfeto de hidrogénio produzido durante a fermentagéo € eliminado
com o dioxido de carbono formado; entretanto fermentacSes lentas e com longos periodos
de espera no final da fermentagfo podem ocasionar autdlise das células de levedura e haver
desenvolvimento de odores de enxofre (Berry, 1995). O sulfeto de hidrogénio, formado
durante a fermentagiio e destilado com o conhaque, pode reagir com alcoois formando

mercaptanas, composto com um odor e sabor muito desagradavel (Amerine et al., 1972b).

A possivel relacio dos teores de enxofre com a qualidade sensorial inferior das
aguardentes de cana destiladas na auséncia do cobre foi apontada por Faria (1989). Isique et
al. (1998) analisaram amostras de aguardentes brasileiras e verificaram haver correlagéo
negativa significativa (p<0,05) entre os teores de enxofre e a aceitabilidade das mesmas,

ressaltando o papel negativo dos compostos sulfurados, presentes nas aguardentes.
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RESUMO

Foram avaliadas 30 linhagens de leveduras quanto as suas caracteristicas
fermentativas, visando a produgfio de aguardente de cana, isoladas em sua maioria em
destilarias artesanais de aguardente, sendo 24 Saccharomyces cerevisiae € 6 pertencentes
aos géneros Candida (3), Kloeckera, Pichia e Schizosaccharomyces. As leveduras
estudadas apresentaram diferengas estatisticamente significativas para os pardmetros
fermentativos de rendimento da fermentagfo, conversio de substirato, eficiéncia de
conversdo de substrato em etanol, fator de conversio de substrato em etanol (Yps), em
células (Yys), em éacidos orginicos (Yaus) € em glicerol (Ygs), € velocidade especifica
maxima de crescimento celular (Bmsy)- De uma maneira geral as linhagens de S. cerevisiae
apresentaram bom potencial fermentativo, com rendimento entre 83 a 91%, Hpax entre
0,450 a 0,640 h', e varias delas foram comparaveis 4 levedura de alto desempenho
utilizada na produgdo industrial de etanol e adotada como referencial. As linhagens néo-
Saccharomyces destacaram-se por apresentar elevada eficiéncia de conversiio de substrato
em etanol, comparaveis as linhagens de S. cerevisige; no entanto, o rendimento em etanol
destas linhagens foi muito baixo, e foram altos os valores de converséo de substrato em
acidez (Yac/s) e de substrato em glicerol (Yg/s). Uma excegdo foi a linhagem de Pichia
subpelliculosa que se comportou de maneira similar as linhagens de S. cerevisiae. A analise

multivariada (Analise de Agrupamento Hierarquico) permitiu a separacdo das linhagens em

59



5 grupos, de acordo com sua similaridade. A analise de Componente Principal mostrou que
o rendimento da fermentacfio (ou a conversdio de substrato) foi o pardmetro que mais
contribuiu para a separagio das linhagens nos diferentes grupos. As linhagens
Saccharomyces tesultaram em vinho com concentragSes mais elevadas de etanol e
consequentemente estas linhagens apresentam maior potencial de dominar o processo

fermentativo.

Palavras chave: fermentacfo alcodlica, aguardente de cana, cachaca, levedura,
Saccharomyces, Candida, Kloeckera, Pichia, Schizosaccharomyces..

FERMENTATIVE CHARACTERISTICS OF YEASTS ISOLATED FROM SMALL
SUGARCANE LIQUOR DISTILLERIES

SUMMARY

Thirty yeast strains were evaluated with respect to their fermentative characteristics,
viewing the production of sugarcane liquor or “cachaga”, twenty-four being Saccharomyces
cerevisiae strains and six belonging to the following genera: Candida (3), Kloeckera,
Pichia and Schizosaccharomyces. They were isolated from small sugarcane liquor
distilleries (27), industrial sugarcane liquor distilleries (2) and one sugarcane alcohol
distillery. The yeasts studied presented statistically significant differences for the
fermentation parameters of yield, substrate conversion, efficiency of conversion of
substrate into ethanol, conversion factors of substrate mto ethanol (YY), cells (Y,
organic acids (Yaws) and glycerol (Yg), and the maximum specific growth rate (limax). In
general the S. cerevisiae strains showed good fermentation potential, with yields between
83 and 91% and oy between 0.450 and 0.640 h', several of them being comparable with
the high performance yeast used in the industrial production of ethanol, which was adopted
as a reference. The non-Saccharomyces strains were distinguished by their high efficiency
in converting substrate into ethanol, comparable to that of the S. cerevisiae strains, although
the yield in ethanol from these species was very low, and the values for Y, and Y, were
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very high. One exception was the strain Pichia subpelliculosa which behaved in a very
similar way to that of the S. cerevisiae strains. The Hierarchical Cluster Analysis and the
Principal Component Analysis showed the separation of the strains into 5 groups, being the
fermentation yield (or substrate conversion) the parameter which most contributed to the
separation of the strains into different groups. The Saccharomyces strains fermented better,
the wine reached higher ethanol concentrations, consequently this strains have an higher

ethanol tolerance and an higher potential for dominating the fermentative process.

Key Words: alcoholic fermentation, sugarcane liquor, cachaga, yeasts, Saccharomyces,
Candida, Kloeckera, Pichia, Schizosaccharomyces.

1. INTRODUCAO

A aguardente de cana, caninha ou cachaca é uma bebida tipica brasileira, ¢ vem
conquistando uma parcela crescente do mercado internacional de bebidas destiladas por seu
sabor e aroma especiais. A producéio brasilera de aguardente de cana € estimada em 1,3
bilhdc de litros por ano. A produclio artesanal de aguardente de cana € realizada por
produtores rurais, com pequena capacidade (10.000 a 200.000 litros por safra), sendo a
destilagdo conduzida em alambiques intermitentes, de cobre, e o produto & bastante
diferenciado daquele obtido em maior escala de producdo com o uso de colnas de
destilacdio em ago inoxidavel. O Estado de Minas Gerais vem se destacando na produgdo de
aguardente artesanal, liderando na sua divulgagfio e agregando um conceito de qualidade
tipica para essa bebida, permitindo aos produtores sair da economia informal. O prego de
algumas marcas atinge até sessenta vezes aquele de aguardentes comercializadas sem a
conotagio de qualidade artesanal. Naquele Estado existem mais de 8.000 destilarias
artesanais que produzem cerca de 130 milhdes de litros/ano, funcionando no periodo de

maio a dezembro.
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A fermentagio artesanal de aguardente de cana caracteriza-se por ser conduzida por
uma microbiota mista de leveduras, com predominédncia de linhagens de Saccharomyces
cerevisiae. Leveduras apiculadas (principalmente Kloeckera japonica) e espécies de
Candida, Kluyveromyces e Pichia sdo também freqiientemente isoladas (Morais et al.,
1997; Pataro et al., 2000). As leveduras presentes nessas fermentagdes estfio em constante
sucessdo, devido a introdugfio de microrganismos que acompanham o caldo de cana, e

também devido as condi¢Ses de processo (Pataro et al., 1998).

Com o progresso da tecnologia de fermentacfio alcodlica e da taxonomia de
leveduras, foi possivel verificar também que a linhagem predominante € a que possui
caracteristicas mais propicias de adaptacio as diferentes condigGes de processo tais como
teor de agticar do mosto/teor de etanol no vinho, acidez do vinho, operagdo de clarificagdo
do caldo, temperatura do mosto, "armadilhas" nos equipamentos € no modo de condugéo da
fermentacfo etc. Quando se alteram condigdes de processamento, certamente da-se
condi¢Ges para o estabelecimento de um novo equilibrio entre as linhagens de leveduras,
com o surgimento de outra linhagem dominante. A simples inocula¢iio de uma hinhagem
selecionada, ou de wna linhagem dominante isolada de uma determinada destilaria nio é
capaz de garantir a sua permanéncia e/ou melhorar a eficiéncia de outras destilarias (Basso,
1993; Andrietta et al., 1997). A alteracdo e a adequagfio de procedimentos tecnoldgicos de
processo, certamente ¢ um passo preliminar importante para alterar a microbiota e a(s)
levedura(s) com condigdes de domindncia no processo. E importante observar que ndo
ocorrem leveduras dominantes per si, mas leveduras dominantes em determinadas
condigdes ou processos. A selecio de uma microbiota mais eficiente ¢ de maior
rendimento, sem perder de vista a qualidade da bebida, deve ser buscada com adocdo de
processo adequado e que opere em condi¢Ges as mais estaveis possiveis. A comunidade de
leveduras presente numa fermentacio de aguardente artesanal apresenta diversas espécies e
linhagens, mostrando a ocorréncia de leveduras com amplas diferencas em seus pardmetros
fermentativos e na producgio de compostos secundérios. O que realmente interessa do ponto
de vista empresarial é a ocorréncia de uma flora microbiana em geral, e de leveduras em

particular, que conduza a um elevado rendimento fermentativo e melhor qualidade da
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bebida, em termos comparativos com os resultados de destilarias reconhecidamente

eficientes, ndo importando se a(s) linhagem(s) presente(s) sdo as mesmas ou nio.

Dentre os pardmetros fermentativos, o rendimento em etanol, a produtividade e a
velocidade especifica méxima de crescimento celular, sio considerados essenciais para o
bom desempenho de um processo fermentativo. No Brasil, estes e outros parimetros sdo
freqlientemente utilizados na caracterizacio de leveduras utilizadas na produgiio de alcool
mdustrial (Oliveira, 1988; Andrietta et al,, 1995; Andrietta et al, 1999). Entretanto, na

produgio de aguardente essas informag¢des ainda s3o bastante escassas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento fermentativo de leveduras
isoladas de fermentacbes de aguardente artesanal, oriundas de destilarias de qualidade
reconhecida, do Estado de Minas Gerais. O conhecimento dos pardmetros fermentativos
dessas leveduras, bem como de sua variagdo nas linhagens estudadas, serfo também
oportunamente avaliados com relagdio as fermentagGes artesanais € a selegfio de linhagens

presentes.

A aplicagio de métodos estatisticos multivariados teve por finalidade verificar se as
leveduras isoladas estavam distribuidas em agrupamentos diferenciados, e quais os
pardmetros mais importantes para sua diferenciaciio. Foi também objetivo detectar a
variabilidade dos pardmetros fermentativos em condiges padronizadas de cultivo e sua

distribui¢io dentro do conjunto de leveduras estudadas.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 30 linhagens de leveduras, sendo 24 Saccharomyces cerevisiae e 6

pertencentes a outros géneros (Tabela 1).

TABELA 1- Origem, ano de coleta e identificagdo das linhagens isoladas

Safras
Destilarias 1996 1997

Scl UFMG-A957 Sc3 UFMG-A1605

Brumado  S¢2 UFMG-A968 Sca UFMG-A1667

;“m o Sc5  UFMG-A1656

C Scé UFMG-A1676

MG) Sc7 UFMG-A1683

Ps UFMG-A960

Ca UFMG-AST72

Sc8 UFMG-A905 Sel3  UFMG-A1492

Sco UFMG-A1119 Scl4  UFMG-A1497

Sel0 UFMG-A1127 Scl5  UFMG-A1607

Scil UFMG-A1278 Scl6  UFMG-A1626

Germana  Scl2 UEMG-A1265 Scl7  UFMG-A1632

MG) Scl8  UFMG-A1641

Ceg UFMG-A882

K;j UFMG-A893

Ce UFMG-A1029

Sp UEMG-A1113

Scl9  UNICAMP-VI

Vale \gerde Sc20 UNICAMP-V2

(MG) Sc21  UNICAMP-V3

Rosa S22  UNICAMP-RI

(SP) Sc23  UNICAMP-R2

Clealco

SP) Sc24  UNICAMP-CL14/97

Estas linhagens foram isoladas de trés destilarias de produtores artesanais de
aguardente de cana no Estado de Minas Gerais, com exce¢io das linhagens Sc22/23 que
provém de destilaria de aguardente industrial e Sc24 de destilaria de dlcool, ambas situadas
no Estado de Sdo Paulo. Esta tltima foi considerada como "referéncia" por apresentar
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caracteristicas desejaveis para a fermentag@o alcodlica (Andrietta et al., 1997). Todas as
linhagens foram identificadas por metodologia padrfio através de testes morfologicos,
fisiologicos e bioquimicos (Kurtzman & Fell, 1998).

As linhagens codificadas como Sc sdo linhagens de Saccharomyces cerevisiae, Ca -
Candida apicola-like, Cf-Candida famata, Cg-Candida guilliermondii, Xj-Kloeckera
Jjavanica, Ps-Pichia subpelliculosa e Sp-Schizosaccharomyces pombe. As linhagens foram
isoladas de amostras coletadas em diversas €épocas nas destilarias. As linhagens de S.
cerevisiae apresentavam concentragdes na faixa de 107 a 10° células viaveis por mL de

mosto, enquanto as de outros géneros se situavam entre 10° a 10°.

Os ensaios para a determinagfio dos parametros de fermentagdo foram conduzidos
em triplicata, em frascos de 250 ml contendo 100 mL de meio de cultivo estéril (glicose
150 g/L; fosfato didcido de potdssio 5,0 g/L; cloreto de aménio 5,0 g/L; sulfato de
magnésio heptahidratado 1,0 g/L; cloreto de potissio 1,0 g/L; extrato de levedura 6,0 g/L,
pH 6.0). O fechamento dos frascos foi feito com rolha de borracha com orificio central,
onde foi introduzido um tubo de vidro em “L” {com filtro de algodio), para a saida de CO,.

O indculo foi preparado por ressuspensfio, em dgua destilada, das leveduras
mantidas em “slants”, em meio GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de
malte 1%, NaH,POy4 0,2% e agar 2%), por 24 h a 32°C. Os frascos foram inoculados com
um volume equivalente a 10% do meio a ser fermentado, e incubados em “shaker” a

temperatura de 32 +1°C, a 150 rpm durante 24 horas.

Decorrido o tempo de incubacgfo foi centrifugada uma amostra de cada frasco. No
sobrenadante foram determinados o teor de glicose, glicerol e acidez total (expressa em
acido acético). Para a determinacio do etanol, as amostras dos meios fermentados foram
previamente destiladas por arraste de vapor, em microdestilador. Foram determinadas
também as concentragdes de glicose inicial, a massa seca celular no inéculo, ¢ da massa

seca celular no vinho. Os ensaios para a determinagdo da velocidade especifica maxima de
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crescimento celular (may foram realizados em frascos agitados em meio de cultivo estéril,
contendo 40 g/I. de glicose. O crescimento celular foi acompanhado pela leitura da
absorbdncia a 600 nm, € 0 Py foi determinado pelo caleulo do coeficiente angular da reta
correspondente a fase expopencial de crescimento celular (Pirt, 1985). Os seguintes
pardmetros foram determinados submetendo-se os frascos em fermentagio a um balanco de
massa: rendimento da fermentagio; conversfo de substrato; eficiéncia; fator de conversfo
de substrato em etanol (Y,), em células (Yys), em 4cido acético (Y,ws), € em glicerol

(Ygs); a velocidade especifica maxima de crescimento celular (Kmax).

A concentragdo de etanol foi determinada espectrofotometricamente pelo método do
dicromato de potassio modificado (Salik & Povoh , 1993), a glicose pelo método da glicose
oxidase-peroxidase (Henry et al,, 1974), o glicerol utilizando-se o Kit de Triglicerideos
Labtest (Fossati & Prencipe, 1982; MacGowan et al., 1983), a acidez total por titulometria,

¢ a massa celular por secagem em estufa a 55°C até peso constante.

O tratamento estatistico dos pardmetros cinéticos foi feito por analise dos
componentes principais ~ ACP e andlise por agrupamento hierarquico — AAH, com o
programa computacional PIROUETTE, 1997. Foi realizada também analise de variincia
(ANOVA) e aplicado o tesie de Tukey para comparagio das médias dos parimetros
fermentativos (Programa Estatistico SAS).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O dendrograma da Figura 1 mostra a similaridade entre as linhagens de levedura,

segundo os parimetros fermentativos: rendimento da fermentagdo, conversio de substrato,

eficiéncia, Yx/s e pmax (Tabela 2) A escala (0 a 1) representa o indice de similaridade.
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FIGURA 1. Dendrograma elaborado a partir
dos paridmetros fermentativos das 30 linhagens

de leveduras estudadas.
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As leveduras distribuiram-se em cinco grupos com similaridade de 0,83. Os grupos
2 e 3 contém a maior parte das linhagens de S. cerevisiae (63,3%) ¢ a de P. subpelliculosa.
O grupo 1 se constitui de linhagens de §. cerevisige, juntamente com a linhagem de
Schizosaccharomyces pombe e a de Kloeckera javanica. Os grupos 4 e 5 englobam as
linhagens de Candida, com exce¢lio de uma Saccharomyces (Scll) e nfio apresentam
similaridade com os demais grupos, indicando que estas leveduras sfio bastante diferentes
dos outros grupos com relagio aos pardmetros analisados. A anilise estatistica realizada

com a incluso dos fatores Yac/s e Yg/s, ndo resultou em alteragdo no resultado.

A maioria das linhagens de S.cerevisiae avaliadas foi proveniente das destilarias
Brumado Velho (7 linhagens) e Germana (11linhagens). As linhagens isoladas da destilaria
Brumado Velho apresentaram menor variabilidade nos valores dos parimetros
fermentativos e todas foram pertencentes ao grupo 2, assim como as linhagens Sc22 e 23,
provenientes de aguardente industrial (nfio artesanal). Essas linhagens possuem
caracteristicas similares a da linhagem de referéncia (Sc24), que € uma linhagem utilizada
na produgdo industrial de alcool por possuir boas caracteristicas fermentativas. Esses
resultados mostram que nessa destilaria ocorreu a selecdo de linhagens de maior
rendimento, possivelmente em decorréncia da conducdo do processo em condighes

operacionais estaveis.

As linhagens da destilaria Germana foram distribuidas nos 5 grupos, apresentando,
portanto, grande variabilidade nas caracteristicas fermentativas, desde linhagens com
rendimento muito alto (Sc8) até com rendimento muito baixo (Scl1).De forma semelhante
Andrietta et al. (1999) observaram que as leveduras isoladas de duas destilarias de dlcool
apresentaram comportamento completamente diferente; em uma das usinas as leveduras
apresentaram comportamento bastante homogéneo quanto aos parimetros fermentativos
enquanto, na outra, as leveduras apresentaram grande variabilidade. Esse resultado também
indica que condigdes de processo influem na selecfio das linhagens de leveduras, e que
condi¢des ndo estaveis de processo conduzem a uma populacio de leveduras mais
heterogénea nas suas caracteristicas fermentativas, com a produgio de uma cacha¢a menos

padronizada ao longo da safra e rendimentos oscilantes.
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FIGURA 2. Gréfico de scores (CP1 versus CP2) para as leveduras estudadas.
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FIGURA 3. Gréfico de loadings (CP1 versus CP2) para as varidveis utilizadas.
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A separagiio entre as linhagens de leveduras foi descrita na primeira Componente
Principal, como pode ser visualizado na Figura 2 (CP1 versus CP2), a qual descreveu 98%
da variincia total dos dados. Quando as Figuras 2 e 3 séio comparadas entre si, a separagéo
entre as linhagens € quase totalmente atribuida ao rendimento (ou & conversdo de substrato,
uma vez que as mesmas sdo variaveis dependentes, como mostra o coeficiente de
correlagdo r=+0,99, p<0,001). Analisando conjuntamente os scores e 0s loadings para as
duas primeiras CP, nas Figuras 2 e 3, respectivamente, pode ser visto que as linhagens dos
grupos 2 e 3 apresentam score positivo na CP1, enquanto os demais grupos tém score
negativo. Os grupos 2 e 3 tém score positivo por apresentar valores considerados como de
niveis Médio, Alto e Muito Alto para rendimento (Tabela 3), significando agrupamentos
onde o rendimento é um atributo maximizado; os demais grupos apresentam valores de

rendimentos classificados como Baixo ¢ Muito Baixo.

A Andlise de Componentes Principais (ACP) mostrou que o rendimento (ou a
conversdo) foi o pardmetro que determinou a separagio das leveduras nos cinco
agrupamentos (Figura 1). A segunda componente principal (CP2) descreveu apenas cerca
de 2% da varincia dos dados, e a eficiéneia da fermentacfio foi o parimetro mais

significativo, e o responsavel pela separagdo das linhagens que constituem o grupo 5.

Os resultados das médias dos pardmetros fermentativos apresentados na Tabela 2,
foram classificados em niveis variaveis de Baixo a Muito Alto (Tabela 3) sendo as
linhagens de levedura agrupadas nos mesmos. Esses niveis foram definidos considerando-
se a amplitude, a analise estatistica dos resultados (Teste F e teste Tukey de comparacio de
médias), e adaptando-se a classificagfio proposta por Andrietta et al. (1999) que agrupa as
leveduras utilizadas na produgfo industrial de alcool segundo os pardmetros fermentativos
em niveis "Baixo" e "Alto" de acordo com as seguintes faixas: conversdo de substrato,
<90,0 e >98,5; fator de conversfo de substrato em etanol (Yp/s), <042 e >0,45; fator de

conversdo de substrato em células (Yx/s), <0,041 ¢ >0,044; velocidade especifica maxima

de crescimento (Mmax), <0,45 e >0,55.
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Consultando as Tabelas 2 e 3 observa-se que em relacio ao rendimento a maioria
das linhagens (63%) situou-se na faixa de 70,1 a 87,0% (nivel Baixo a Médio), e somente
13% apresentou rendimento entre 87,1 a 91,0% (nivel Alto a Muito Alto}. As linhagens Sc8
e Sc19 foram as que apresentaram maiores rendimentos (90,5 e 89,3%, respectivamente),
superando inclusive a linhagem de referéncia Sc24 (88,4%). As leveduras ndo pertencentes
a espécie S. cerevisige apresentaram rendimentos mais baixos (24,0 a 70,0%) juntamente
com as linhagens Scll e Scl5. Uma excecéo foi a da linhagem P. subpelliculosa que

apresentou nivel de rendimento Médio (84,5%).

O rendimento da fermentaco € uma importante caracteristica de economia da
producdo, e no caso da aguardente pode afetar diretamente a sua qualidade. Vinhos com
teores alcodlicos padronizados, oriundos de mostos e condiges de fermentagio também
padronizadas, certamente originam destilados igualmente mais padronizados. Na fabricagéio
de aguardente de cana € importante que o produtor conhega o desempenho de seu processo
ao longo da safra. Estas avaliagSes de desempenho da destilaria sdo importantes para o
planejamento e controle das operagdes e para a composicio do custo de produgédo (Chaves

& Povoa, 1992).

Observa-se também (Tabelas 2 e 3) que a linhagem de Candida famata (Cf) e de
Candida guilliermondii (Cg) apresentaram os valores de rendimento mais baixos (33,5 e
24,3%), porém os mais altos de eficiéncia (99,2 e 97,7%, respectivamente). Isto indica que
estas leveduras consomem muito pouco do substrato disponivel, mas apresentam alta

eficiéncia de conversio do substrato consumido em etanol.
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TABELA 2 — Média dos pardmetros fermentativos obtidos para as leveduras isoladas

Parimetros Fermentativos

: Rend Conv Efiec Yp/s Y x/s Yac/s Y gis max
Linhagens "oy (%) (%) (g/e) (g/z) (g/m) (g/e) )
Sc8 90,5 98,8 91,8 0,469 0,044 0,0092 0,037 0,570
Sc19 89,3 100,0 89,3 0,456 0,056 0,0098 0,043 0,610
Sc24 88,4 100,0 88,4 0,452 0,046 0,0116 0,035 0,607
Sc7 87,7 99,7 88,0 0,450 0,052 0,0089 0,036 0,597
Scé 86,7 99,7 87,0 0,445 0,049 0,0095 0,035 0,622
Scs 86,6 98,1 88,3 0,451 0,041 0,0110 0,038 0,622
Scl3 85.4 98,9 86,3 0,441 0,047 0,0133 0,045 0,546
$c20 85,3 100,0 85,2 0,435 0,051 0,0114 0,042 0,559
Ps ' 84,5 100,0 84,5 0,432 0,052 0,0131 0,038 0,661
Sc23 84,5 98,8 85,6 0,437 0,053 0,0086 0,029 0,609
Sc22 84,4 96,7 87,3 0,446 0,046 0,0082 0,032 0,530
Sc3 84,1 100,0 84,1 0,430 0,048 0,0171 0,034 0,554
Sc4 83,9 100,0 83,9 0,429 0,049 0,0113 0,034 0,592
Sc2 83,7 100,0 83,7 0,428 0,054 0,0127 0,036 0,615
Sci 82,4 100,0 82,4 0,421 0,046 0,0114 0,040 0,544
Sci8 82,2 91.1 90,3 0,461 0,052 0,0100 0,041 0,454
Scl4 81,9 93,7 87,4 0,447 0,043 0,0103 0,041 0,556
Scl2 78,6 89,4 88,0 0,450 0,048 0,0116 0,043 0,641
Sc9 78,1 92,5 84,5 0,432 0,043 0,0120 0,040 0,485
Scl0 77,1 87,4 88,2 0,451 0,042 0,0094 0,047 0,538
Sc17 74,5 88,0 84,7 0,432 0,049 0,0106 0,047 0,455
Sc21 71,2 81,3 87,6 0,448 0,070 0,0121 0,045 0,533
Sc16 71,0 85,9 82,6 0,422 0,050 0,0110 0,049 0,460
Kj 68.3 77,9 87.6 0,448 0,062 0,0143 0,068 0,505
Scis 67,4 76,0 88,7 0,453 0,057 0,0108 0,058 0,455
Sp 64,7 76,1 85,0 0,435 0,040 0,0212 0,083 0,382
Ca 51,6 59,8 86,4 0,442 0,072 0,0176 0,084 0,554
Scll 48,9 58,8 83,2 0,425 0,039 0,0099 0,061 0,471
Cf 33,5 33,9 99,2 0,507 0,045 0,0232 0,092 0,585
Cg 24,3 25,0 97,7 0,499 0,066 00148 0,117 0,414
TesteF(S%) * # * * * * * *
CV(%) 3,83 2,75 3,67 3,68 815 9,91 927 3,60
DMS 9,26 7,68 10,2 0,053 0,013 0,004 0,015 0,081

Rend-Rendimento;Conv-ConversEo;Efic—Eficiéncia;Sc24-ievedura de referéncia;

CV-Coeficiente de variagido; DMS-Diferenga Minima Significativa (5%)
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TABELA 3 - Faixas de variacdo dos niveis Muito Alto, Alto, Médio, Baixo e Muito

Baixo, dos pardmetros fermentativos das leveduras estudadas.

Niveis
Parimetros II\;I“,HO Baixo Médio Alto Muito
aixo Alto
24,8-70,0 ,1-83.0 83,1-87.0 87.1-8%.9 £9,1-91,0
Rendimento Sci E,iS,ICa,, 8¢1.9.10,12,14, 5S¢ 2,3,4,5.6,13, Sc 7,24 Sc 8,19
(%) Cf,Cg.Kj,S5p 16,17,18,21 20,22,23,Ps
(D (9) (10) 2) 2)
25,6-60.9 60,1-90.6 99,0-97.0 97,1-95.0 69,1.180,0
Conversio Scll, Ca, 8¢10,12,15, S5c9,14,18,22 Sc5,8,13,23 5¢1,2,3.4.6,7,
(%) CfCg 16,17,21Kj, Sp 19.20.24, Ps
(4 8) 4) 1) {19)
82,0-88,0 88,1-95,0 95,1-99,5
8¢1,2,3,4,6,7,9,11,12, Sc 5.8.10, CE Cg
Eficiéncia 13,14,16,17,20,21,22, 15,18,19,24
(%) 23,Ca, Kj, Ps, Sp
(21) (N (2)
(,426-6,45¢ 0,451-4,490 44910518
5¢1,2,3,4.6,79.11,12, Sc5,8,10,15,18, Cf, Cg
Y p/s 13,14,16,17,20,21,22, 1924
(g/®) 23,Ca Kj ,Ps,Sp
2y N 2)
4,039-4.040 $,041-8,043 §,044-0,060 $.0661-4.072
Sc11,Sp 5¢5,9,10,14 Scl,2,3.4.678  Sc21,CaCg
12,13,15,16,17, Kj
Y x/s 18, 19.20,22.23,
(g/g) 24.CI, Ps
2 ) (20) )
(4,5880-0,8130 0413100200  0,0201-0,0240
S5¢1,2,4,5,6,7,89,10,  Sc¢3.13,Ca,Cg, Cf, Sp
Y acfs 11,12,14,15,16,17,18, Ki,Ps
19,20,21,22,23,24
&/e) 22 ©) @
3,829-0,048 $,045-0,058 8.0587-4.080 4,081-0,0120
8¢1,2,3,4,5,6,7, Sci0,12.13,14.16,17, Sc11,15Kj Ca,CfCg.Sp
Y gls 89222324 Ps 18,19.20.21
(g/g) (13) (10) 3) @
{,380-0,450 $,451-5,558 $.551-0,660 §.601-0,670
Cg, Sp 5¢1.9.10,11,13,15,16, 5¢3,4,7,8,14,20, Sc2,5.6,12,19,
1L max 17,18,21,22, Kj Ca,Cf 23,24 Ps
(h™) (2) (12) (8) {8)

Nota: Valores entre parénteses correspondem ao ntimero de linhagens em cada nivel
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A Tabela 3 mostra também que o fator de converso de substrato em etanol - Yp/s (g
etanol/g glicose consumida), ou eficiéncia (%) da levedura, para a maioria das linhagens
(70%) encontra-se no nivel Médio. A quase totalidade das linhagens de S. cerevisiae
(91,7%) também apresentou nivel Médio de Yac/s, enquanto as pertencentes a outros
géneros se situaram nos niveis de Alto a Muito Alto. Com relagio ao Yg/s pode-se observar
que 91,7% das linhagens de S. cerevisiae apresentaram niveis de Baixo a Médio, enquanto
as linhagens de outros géneros apresentaram niveis de Alto a Muito Alto, com excegdo da

P. subpelliculosa que apresentou um valor baixo de Yg/s.

Para as linhagens estudadas foi observada correlago negativa entre o rendimento da
fermentaco e os fatores Yg/s e Yac/s, com coeficientes de correlagdo de r=-0,93 (p<0,001)
e r=-0,59 (p<0,001), respectivamente, significando uma redugfio no rendimento sempre que
uma maior quantidade de agucar € desviado para a produgdo de glicerol e acidos orgénicos.
Por outro lado, as linhagens Saccharomyces mostraram menor formagfo de glicerol e
dcidos orgénicos, como visto anteriormente. Foi também verificada haver correlagio
positiva entre os parimetros Yg/s e Yac/s, com r=+0,67 {(p<0,001), indicando que ambos os

produtos sdo sintetizados proporcionalmente pelas leveduras durante a fermentago.

Observa-se também que 40% das linhagens apresentaram valores de pmy na faixa
de nivel Médio, e 53,3% entre o nivel Alto a Muito Alto; as linhagens de C. guilliermondii
e S pombe apresentaram os valores mais baixos de pmx (0,414 e 0,382 h’,
respectivamente). Subden (1990) também se refere 4 S. pombe como uma levedura de baixa
velocidade de crescimento. A correlagio positiva entre o rendimento € P, para as
leveduras estudadas, com r=+0,50 (p<0,01), mostra que a selecio de linhagens que
apresentam rendimentos mais altos também seleciona aquelas de maior velocidade
especifica maxima de crescimento e, portanto, com maior potencial de dominar a

fermentacfo.

Os resultados de velocidade especifica maxima de crescimento mostram que a quase

totalidade das leveduras isoladas possui pmsx acima do nivel Médio, indicando a
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importancia deste parimetro nas linhagens dominantes ou de maior freqiiéncia na
fermentagfio. O pimax fornece um indicativo da capacidade que uma dada linhagem possui de
dominar o processo. Quanto maior for seu valor maior serd a possibilidade desta linhagem
permanecer no processo ao longo da safra. Isto ndo ocorrera se alguma condicio
operacional ou da instalag&o, como: floculacfio, tamanho, ou menor resisténcia a condigbes

adversas ndo favorecer a sua permanéncia

A elevada correlaciio entre rendimento da fermentagdo e o teor de etapol no vinho,
para as leveduras estudadas, com r=+0,99 {p<0,001), mostra o caminho para a selecfo de
leveduras com maiores rendimentos ¢ fermentagbes mais rapidas, ou seja, a manutencdo de
teor elevado de etanol no vinho assegura a selegiio das linhagens mais produtivas. Por sua
vez, este maior teor alcodlico do vinho € obtido pelo preparo de mostos com concentragdes
mais altas de agticar. A utilizagio de mosto contendo teor mais alto em agticar redunda em
vinho mais rico em 4lcool, 0 que requer sempre um periodo para adaptacdo e crescimento
das linhagens nessas condi¢des, que apresentarfio maior tolerancia ao aglicar e etanol do

meio, ¢ acabardio por dominar a fermentagao.

A linhagem de Pichia subpelliculosa (Ps) mostrou caracteristicas fermentativas
similares as de Saccharomyces cerevisiae, destacando-se sua maior conversdo em acidos
orgéanicos (Yac/s) e elevada velocidade especifica de crescimento (0,661 k). O potencial de
dominancia do processo fermentativo por essa linhagem pode ser amparado em resultado
relatado por Pataro et al. (2000) que observou a presenga de P. anomala em concentragdes

da ordem de 4x10° células/mL em fermentaco artesanal de cachaga.

Leveduras do género Kloeckera séo pouco tolerantes ao etanol e o inicio da inibicéo
ocomre com cerca de 4% de etanol no vinho (Subden, 1990). A linhagem estudada de K.

javanica produziu pouco etanol, mostrando também baixa converséo de agticar.



4. CONCLUSOES

As linhagens de S. cerevisiae e de outras espécies, isoladas de fermentacOes
artesapais de aguardente de cana, exibiram pardmetros fermentativos bastante
diferenciados. Os métodos estatisticos mostraram que o rendimento da fermentacdo (ou a

conversio de substrato) foi o pardmetro mais importante na diferenciagio entre as

linhagens.

O rendimento da fermentacfo, o teor de etanol no vinho e a velocidade especifica
méxima de crescimento celular foram identificados experimentalmente, como pardmetros
importantes para a selecdo de linhagens que possam dominar a fermentagdo, agregando

maior rendimento.

Varias linhagens isoladas de S. cerevisizge apresentam valores dos pardmetros
fermentativos similares aos de linhagens de fermentacfio industrial de produgfio de alcool
As linhagens de leveduras nfc-Saccharomyces apresentam pardmetros que mostram baixo
potencial para produgfio de etanol e de competi¢do com as Saccharomyces (com excecio da
Pichia subpelliculosa), além de uma producio mais elevada de 4cidos orgénicos. A baixa
populagdo e pequena atividade fermentativa dessas leveduras, em fermentacdo alcodlica
onde competem com linhagens Saccharomyces, minimizam sua importincia mesmo na

hipétese de apresentarem melhor desempenho em meio de caldo de cana.
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RESUMO

Linhagens de leveduras iscladas em destilarias artesanais de aguardente de cana,
pertencentes a espécie Saccharomyces cerevisiae (24 linhagens) e a outros géneros (6),
foram avaliadas quanto & capacidade de formagdo dos principais compostos volateis, a
saber: acetaldeido, acetato de etila, propanol, isobutanol, alcool isoamilico, icido acético e
glicerol, utilizando-se um meio sintético. As linhagens Saccharomyces mostraram uma
variacio limitada em torno de 50% da taxa média de produgfo de cada composto. A
Analise de Agrupamento Hierarquico e de Componentes Principais mostrou a separagdo
das linhagens em diversos grupos, sendo a capacidade de producfio de acido acético a
varidvel de maior impacto na diferenciacdo das linhagens. As linhagens Saccharomyces
fermentaram melhor, fornecendo vinhos com maior teor alcodlico, sendo, portanto mais
tolerantes ao etanol, o que lhes confere maior potencial de dominar o processo
fermentativo. Deste modo, leveduras nfo-Saccharomyces apresentando um perfil
qualitativo e quantitativo de compostos voliteis, considerado semelhante ao das
Saccharomyces, para efeitos praticos na qualidade da aguardente, pode-se dizer que as ndo-
Saccharomyces, em vista de sua pouca tolerdncia ao etanol, e consequentemente pequena
populagdio além de reduzida atividade fermentativa em vinhos a partir de um determinado
teor em etanol, devem provocar pouca alteracio no perfil de compostos volateis do vinho e

da aguardente final.
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Palavras-chave: fermentacfo alcodlica, aguardente de cana, cachaga, voliteis, leveduras,
Sacharomyces, Candida, Kloeckera, Pichia, Schizosaccharomyces.

THE PRODUCTION OF VOLATILE COMPOUNDS OF YEASTS ISOLATED
FROM SMALL SUGARCANE LIQUOR DISTILLERIES

SUMMARY

Thirty yeast strains were evaluated with respect to their fermentative characteristics,
viewing the production of sugarcane liquor or cachaga, twenty-four being Saccharomyces
cerevisige strains and six belonging to the following genera: Candida (3), Kloeckera,
Pichia and Schizosaccharomyces. They were isolated from small sugarcane liquor
distilleries (27), industrial sugarcane liquor distilleries (2) and one sugarcane alcohol
distillery. They were evaluated with respect to the main volatile compounds produced in a
synthetic media. These compounds are acetaldehyde, ethyl acetate, propanol, isobutanol,
iso-amyl alcohol, acetic acid and glycerol. The Saccharomyces strains showed a limited
variation of the rate of production of each volatile compound, ranging near 50% of the
average rate. The Hierarchical Cluster Analysis (HCA) and the Principal Component
Analysis (PCA) showed the separation of the strains into several groups, being the rate of
acetic acid production that one of greater impact to differentiate the strains. The
Saccharomyces strains fermented better, the wine reached higher ethanol concentrations,
due to the strains higher ethanol tolerance, and so with a higher potential for dominating
the fermentative process. In a practical approach basis, viewing cachaga quality, the non-
Saccharomyces strains showed a qualitative and quantitative profile of the volatile
compounds similar to that of Saccharomyces strains. So the non-Saccharomyces probably
will promote little changes on the profile of volatile compounds of the wine and cachaca,
once they being low ethanol tolerant their population is restricted and shows an also lower

fermentative activity in wines with ethanol content above certain limit.

Key Words: alcoholic fermentation sugarcane liquor, cachaga, veasts, volatile

Saccharomyces, Candida, Kloeckera, Pichia, Schizosaccharomyces.
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1-INTRODUCAO

Varios pesquisadores tém investigado a influéncia de espécies ou linhagens de
leveduras na formacio de compostos do sabor, em fermentacdes conduzidas em meios
sintéticos ou npaturais, na producdo de diferentes bebidas alcoolicas, tais como vinho,
cerveja, uisque, conhaque, rum (Nykénen & Nvkinen, 1977; Soles et al., 1982; Cabrera et
al., 1988; Giudici et al., 1990; Mateo et al.,, 1991; Mateo et al., 1992; Longo et al., 1992;
Lurton et al., 1995). No entanto, na literatura cientifica ainda existem poucos trabalhos
sobre a influéncia de linhagens de leveduras na formacio de compostos voliteis e na

qualidade da aguardente de cana.

Durante a fermentagio alcdolica as leveduras produzem etanol, diéxido de carbono,
e um grande nimero de compostos voldteis, sendo os mais abundantes os &lcoois
superiores; porém, muitos compostos presentes em menores quantidades também
desempenham um papel importante no desenvolvimento do sabor das bebidas (Lehtonen &
Jounela-Erikcsson, 1983). Compostos carbonilicos tais como o acetaldeido e diacetil estdo
presentes em pequenas concentrages; mas tendo “threshold” muito baixo, podem
desempenhar papéis chave no sabor das bebidas (Berry, 1995). Apesar de diferirem
quantitativamente, esses compostos estio presentes em todas as bebidas destiladas
(Suomalainen & Lehtonen, 1979), porém, ¢ muito raro que um composto especifico possa
ser relacionado a um sabor especifico (Nyk#nen, 1986). Estes compostos podem ser
divididos em diferentes categorias e tém origem no metabolismo da célula (Berry, 1993).
Segundo Nykénen (1986) cerca de 1300 compostos volateis ja foram identificados nas
bebidas alcoodlicas, e se forem incluidos os compostos nfo voliteis, este niimero serdé bem

maior.

Os principais alcoois superiores produzidos pelas leveduras sdo os alcoois alifaticos,
n-propanol, isobutanol (2-metil-1-propancl), &lcool amilico ativo (2-metil-1-butanol),
dlcool isoamilico (3-metil-1-butanol) e os alcoois aromaticos como o hexanol e 2-
feniletanol. Por causa do seu aroma caracteristico, os constituintes do 6leo fiisel exercem

uma grande influéncia no sabor das bebidas destiladas (Nykinem, 1986; Nykinen &
83



Nykinen, 1991). O élcool isoamilico € o dlcool dominante nessas bebidas, sendo seu
conteudo aproximadamente metade do total da fragdio denominada dleo fusel (Lehtonen &
Jounela-Eriksson, 1983).

O acetaldeido ¢ usualmente o composto carbonilico encontrado em maior
quantidade nas bebidas destiladas e representa 90% do contetdo de aldeidos em uisque,
conhaque e rum. Por causa do seu odor pungente, também caracteristico de outros aldeidos
alifaticos de cadeia curta, pode aumentar o sabor penetrante das bebidas (Nykédnem, 1986;
Nykinen & Nykénen, 1991).

Os ésteres formam o mais interessante ¢ numericamente maior grupo de compostos
responsaveis pelo sabor das bebidas destiladas, e conferindo 4s mesmas um aroma
agradavel (Nykénen & Nykdnen, 1991). Os ésteres, etilico, isobutilico, isoamilico € os
ésteres de acidos graxos de cadeia curta tém um aroma agradével de frutas e estdo entre os
principais componentes do aroma ( Suomalainen & Lehtonen, 1979; Lehtonen & Jounela-
Eriksson, 1983). Parece, entretanto, que as propriedades particulares dos aromas raramente
podem ser associadas a um éster especifico (Nykénem, 1986). De acordo com Berry (1995)

o acetato de etila normalmente € o éster predominante nas bebidas alcéolicas.

O acido acético € o principal acido orgénico excretado no meio de crescimento,
apesar de sua proporgio relativa variar extensamente nas diferentes bebidas. Na majoria

dos casos representa de 60 a 95% da acidez total (Nykinen & Suomalainen,1983).

Os produtores de aguardente de cana brasileiros, tém buscado nos lltimos anos uma
imagem fortemente vinculada & qualidade da bebida e investido no desenvolvimento de um
mercado consumidor mais exigente, de modo a diversificar e desvincular de sua linha
tradicional de bebida popular, e procurado também competir no mercado externo. Torna-se
portanto evidente a necessidade de conhecer methor e controlar os fatores que influenciam

a qualidade da aguardente de cana. Este trabalho teve por objetivo estudar a influéncia de
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diferentes linhagens de leveduras, isoladas de fermentagSes de aguardente de cana

artesanal, na formacdo dos principais compostos volateis.

2 - MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 30 linhagens de leveduras, sendo 24 Saccharomyces cerevisiae ¢ 6
pertencentes a outros géneros (Tabela 1). Estas linhagens foram isoladas de 3 destilarias de
produtores artesanais de aguardente de cana no Estado de Minas Gerais, com excecfio das
linhagens Sc22 e Sc23 que foram provenientes de uma destilaria de aguardente industrial, e
a Sc24 de uma destilaria de dlcool. A linhagem Sc24 foi utilizada como "referéncia” por
apresentar caracteristicas consideradas desejaveis para a fermentagio alcodlica (Andrietta
et al, 1997). Todas as linhagens foram identificadas na Universidade Federal de Minas
Gerais, utilizando-se testes morfologicos, bioquimicos e fisiologicos (Kurtzman & Fell,
1998).

As linhagens codificadas como Sc sio linhagens de Saccharomyces cerevisiae, Ca-
Candida apicola-like, Cf-Candida famata, Cg-Candida guilliermondii, Kj- Kloeckera
Javanica, Ps-Pichia subpelliculosa, Sp-Schizosaccharomyces pombe. As linhagens de S,
cerevisiue apresentaram concentragSes na faixa de 107 a 10° células vidveis por mL de

vinho, enquanto as dos outros géneros situaram-se entre 10° a 10°,

Os ensaios para a determinacio dos compostos volateis foram conduzidos em
duplicata, em frascos de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultivo estéril (glicose 150
g/L; fosfato diacido de potassio 5,0 g/L; cloreto de aménio 5,0 g/L; sulfato de magnésio
heptahidratado 1,0 ¢/L; cloreto de potéssio 1,0 g/L; extrato de levedura 6,0 g/L, pH 6,0). O
fechamento dos frascos foi feito utilizando-se rolhas de borracha contendo orificio central
por onde era introduzido um tubo de vidro em “L” (com filtro de algodiio) para saida de
CO;. Os indculos foram preparados por ressuspensdo em agua destilada, das culturas de
leveduras mantidas em tubos de ensaio com agar inclinado “slants” em meio GYMP

(glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 1%, NaH,PO, 0,2% e agar 2%) por
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24 h a 32°C. Os frascos foram inoculados com um volume equivalente a 10% do meio a
ser fermentado, e a seguir incubados & temperatura de 32 + 1°C e 150 rpm, durante 24

horas.

TABELA 1- Origem, ano de coleta e identificagfo das linhagens isoladas

Safras
1996 1997

Destilarias

Sel UFMG-A957  Se3  UFMG-A1605
Brumado Sc2 UFMG-A968 Sc4 UFMG-A1667

Se5  UFMG-A1656
Velho So6  UFMG-A1676
MG) Sc7 UFMG-A1683

Ps  UFMG-A960
Ca UFMG-A972

Sc§ UFMG-AS05  Scl13 UFMG-A1492
Sc9  UFMG-A1119  Scl4 UFMG-A1497

Sci0 UFMG-A1127 Scl5 UFMG-A1607
Germana Scll UFMG-A1278 Scl6 UFMG-A1626
MG Sc12 UFMG-A1265 Scl7 UFMG-A1632
) Sc18 UFMG-A1641

Cg  UFMG-A882

Ki UFMG-A893

Ce UFMG-A1029

Sp UFMG-A1113

Sc19 UNICAMP-V1

Vale ‘g”'de $c20  UNICAMP-V2

MG) Sc21 UNICAMP-V3

Rosa Sc22 UNICAMP-R1

SP) Sc23 UNICAMP-R2
Clealco

(SP) Sc24 CL14/97

Decorrido o tempo de incubacfio uma amostra era centrifugada e no vinho
delevurado determinado o glicerol. Outra amostra era destilada por arraste de vapor em
microdestilador, e no destilado era determinado etanol, acetaldeido, acetato de etila, acido
acético, propanol, isobutanol e 4lcool isoamilico. O etanol foi determinado

espectrofotometricamente pelo método do dicromato de potassio (Salik & Povoh, 1993), o
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glicerol utilizando-se o Kit de triglicerideos Labtest (Fossati & Prencipe, 1982;
MacGowan et al., 1983), e os demais compostos volateis por cromatografia gasosa. Os
compostos voliteis totais nfio incluem o glicerol, produzido em proporgdes

significativamente maiores que os demais.

As analises cromatogréficas foram realizadas em um cromatdgrafo a gas Varian
modelo 3400, com detetor de ionizagdo de chama, utilizando-se uma coluna capilar HP-
imnowax (60m x 0,32mm x 0,5um), empacotada com polietileno glicol, nas seguintes
condi¢des: temperatura do injetor 210 ° C , do detector 220 ° C; fluxo do gas de arraste
(hidrogénio) 1,0 mL/min; vazio dos gases no detector, hidrogénio 30 mL/min e ar sintético
300 mL/min. As injegdes foram feitas sem divisdo de fluxo (splitless), e a programacio da
temperatura da coluna foi: 50°C (8 min), 15°C/min até 170°C (6 min). Os componentes

foram determinados por mjecdo direta de 1,0 pL. das amostras.

Os compostos volateis foram identificados por comparacio com os tempos de
retencdo dos padrbes. Inicialmente cada um dos padrdes foi injetado separadamente para
obten¢do de seu tempo de retencfio. A soluglio padriio foi preparada com concentracdes
conhecidas de cada composto, e do padrio interno, diluidos em uma solucdo hidroalcoélica
a 4% v/v (concentraciio aproximada de alcool etilico nas amostras). Para quantificacio dos
compostos volateis foram construidas curvas de calibragfio para cada um deles, obtidas pela
razdo de sua drea pela area do padrio interno, em fungdo da concentracio de cada

composto. O dlcool n-amilico foi utilizado como padrdo interno.

Os resultados obtidos foram submetidos a Andlise por Agrupamento Hierdrquico —
AAH e Analise de Componentes Principais — ACP, utilizando-se o programa
computacional PIROUETT (1997). Foram submetidos também & andlise de varidncia e ao
teste de Tukey para comparagio das médias (SAS, 1993). Os resultados foram expressos
em mg / 100 mL de alcool anidro, ou seja, equivalentes a um fator que exprime a relagfio
entre a producdo de um determinado composto volatil e a produgdo de etanol (mg de

composto volatil produzido por 100 mL de etanol produzido).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAQO

A fermentagio artesanal de aguardente de cana caracteriza-se por ser conduzida por
uma microbiota mista de leveduras, com predominéncia de linhagens de Saccharomyces
cerevisiae. Leveduras apiculadas (principalmente Kloeckera japonica) e espécies de
Candida, Kluyveromyces e Pichia sdo também fregiientemente isoladas (Morais et al.,
1997; Pataro et al., 2000). As leveduras presentes nessas fermentactes estio em constante
sucessfio, devido a introdu¢do de microrganismos que acompanham o caldo de cana, e
também devido as condigdes de processo (Pataro et al, 1998). A presenca de leveduras
nio-Saccharomyces, geralmente apiculadas (Kloeckera), caracteriza a fase inicial das
fermentagdes espontdneas de mosto de uva, e podem fermentar o mosto até um teor de
etanol maximo de 5%; posteriormente as linhagens Saccharomyces, mais tolerantes ao

etanol e mais vigorosas, assumem a fermentacfo (Zironi et al., 1993).

Acetaldeido, acetato de etila, acido acético, propanol, isobutanol e dlcool isoamilico,
sdo os compostos secunddrios mais estudados na fermentagio alcoodlica destinada a
produciio de bebidas destiladas e outras (Lisle et al., 1978; Lehtonen & Jounela-Erikcsson,
1983; Pons et al., 1989; Longo et al., 1992;). No caso da aguardente de cana tem sido
também os mais determinados para avaliar a sua qualidade (Vargas, 1995; Boza, 1996;
Brasil, 1997).

Na Tabela 2 as linhagens estudadas estio listadas em ordem decrescente do teor de
etanol no vinho (2,1 a 8,3%, v/v), e pode-se observar que as linhagens apresentaram
variagOes estatisticamente significativas (p < 0,05) para a produgdo dos diversos compostos
volateis. As linhagens de leveduras do género Saccharomyces produziram compostos
volateis dentro de limites proporcionais a0 seu teor no vinho, ou seja, variando em torno de
50% do teor médio de cada componente. A proporgio em compostos voldteis (mg / 100 mL
de alcool anidro) produzido pelas linhagens Saccharomyces variou: acetaldeido entre 12 a
49, com média de 25; o acetato de etila entre 8 a 14, com média de 10; o propanol entre 25
a 78, com média de 41; o isobutanol entre 16 a 34, com média de 24; o dlcool isoamilico

entre 102 a 218, com média de 151; os alcoois superiores entre 161 a 329, com média de
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217; o glicerol entre 5.273 a 10.949, com média de 7348; o acido acético entre 360 a
1.152, com média de 559. As linhagens estudadas de leveduras nfo-Saccharomyces
(Candida, Kloeckera, Pichia e Schizosaccharomyces) em geral apresentaram proporgdes,
de alguns componentes, fora dos limites das Saccharomyces: acetaldeido, de 16 a 96;
acetato de etila, de tragos a 14; propanol, de tragos a 38; isobutanol, de tragos a 57; alcool
isoamilico, de 31 a 202; dlcoois superiores, de 31 a 257; glicerol, de 7.062 a 17.778; acido
acético, de 38 a 717

Para facilitar a analise dos resultados, as linhagens de levedura estudadas foram
classificadas em niveis que variaram de Muito Baixo a Muito Alto (Tabela 3), conforme a
variacdo na propor¢do ou taxa de formagdo de compostos volateis e considerando-se
também os resultados da anilise estatistica (teste F e teste Tukey de comparagdo de médias,
p < 0,05). Pode-se observar que a maioria das linhagens (86,7%) situou-se nas faixas de
Baixa a Média produgio de acetaldeido e de acetato de etila. A maioria das linhagens ficou
também nas faixas de Média a Alta producio de propanol (80% das linhagens), isobutanol
(70%) e élcool isoamilico (63%). Diferentemente das linhagens Saccharomyces, as
linhagens de C. famata, C. guilliermondii e S. pombe, ndo produziram propanol em niveis
detectaveis. A maioria das linhagens (87%) também ficou nos niveis de Média a Alta

produgfo de écido acético.

A linhagem Sc21 diferenciou-se das demais por produzir as maiores quantidades de
propanol (78 mg/100 ml de aa), de alcool isoamilico (218 mg/100 mL aa) e de alcoois
superiores (329 mg/100 ml. aa). Sabe-se que os dlcoois superiores tém grande importincia
por influenciar o sabor das bebidas alcodlicas, € que a eles tem sido atribuida a percepcéio
de “corpo ou profundidade” em uisques e conhaques (Guymon, 1972). Esta linhagem
também apresentou outras caracteristicas desejaveis para a qualidade da aguardente, em
relagio a outras Saccharomyces, como menor formacfo de dcido acético e maior produgio

de glicerol.
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A linhagem S. pombe também apresentou um comportamento bem diferente das
demais linhagens, ndo produziu propanol e isobutanol em niveis detectiaveis, menor
quantidade de élcool isoamilico (31 mg/100 mL. aa), uma quantidade baixa de acetato de
etila, e acetaldeido em um nivel Muito Alto, bem superior as outras linhagens (96 mg/100
ml aa). Estes resuitados estdo de acordo com os de Parfait & Jouret (1975), que relataram
que S. pombe produz concentragfes muito pequenas de compostos voléteis, relativamente
pouca quantidade de &lcoois superiores, mas altas concentragdes de acido piravico,
acetaldeido e acido a-cetoglutdrico. A presenca dessa linhagem pode influenciar
negativamente o sabor da aguardente, especialmente se nfo houver separagio da fracio de
cabeca, j& que o odor penetrante do acetaldeido pode ocasionar aumento do sabor pungente
das bebidas alcodlicas (Nykanen, 1986; Nykénen & Nykénen, 1991).

As linhagens apresentaram ampla faixa de variagdo na formacic de acido acético
(38 a 1.152 mg/100 mL aa), sendo que as linhagens Sc4 e Scl3 produziram as maiores
quantidades (1.073 e 1.152 mg/100 ml. de aa, respectivamente); e as linhagens de C.
apicola e K. javanica produziram as menores quantidades de acido acético (38 e 63 mg/100
ml. aa, respectivamente). Nas bebidas alcoodlicas como uisques, conhaques e runs, a
propor¢éo de acido acético € bastante elevada, em relacfio a quantidade de acidos volateis
totais (Nykanen et al., 1968). A elevada correlacfio encontrada entre os compostos volateis
totais ¢ o acido acético (r = +0,985 , p < 0,001), indica que a sintese dos principais

componentes volateis € acompanhada pela sintese de 4cido acético.

As linhagens ndo-Saccharomyces (Tabela 2) produziram as maiores quantidades de
glicerol, com exce¢do da P. subpelliculosa; Zironi et al. (1993) também relataram que
linhagens apiculadas (Kloeckera), formam grandes quantidades de glicerol em mosto de
uva. A quantidade de glicerol formado pelas linhagens de leveduras estudadas variou de
5273 a 17.778 mg/100 mlL de &icool amidro. Segundo Radler & Schiitz (1982) a
quantidade de glicerol, produto secundario formado em maior propor¢io na fermentagdo
alcoolica, ¢ bastante dependente da linhagem de levedura; diferentes linhagens de S.

cerevisiae formaram quantidades de glicerol variando entre 4,2 a 10,4 g/L de vinho. A
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importincia do glicerol na fermentag3o alcodlica estd relacionada com a qualidade das
bebidas alcodlicas, como relatado por Parfait & Jouret (1980) para rum; esses autores
relatam que as bactérias liticas (tipo Leuconostoc mesenteroides) podem metabolizar o
glicerol dando origem a acroleina, que pode conferir caracteristicas sensoriais negativas ao
rum. De acordo com Rankine & Bridson (1971), o glicerol influencia a qualidade do vinho,

particularmente conferindo maciez e viscosidade.
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TABELA 2 - Etanol % (v/v) no vinho, e producfio de compostos volateis (mg/100 mL

de alcool anidro) pelas linhagens de leveduras.

Linkagens Etm Glic Actad AcEtil HAc Prop. Isob Isoam AlSup Cvt
Scg 83 6368 16,0 7.6 3239 253 16,0 1157 157,06 5044
Sc7 81 6323 219 114 3602 41,5 21,9 156,77 220,1 613,6
Sco 80 6211 195 9,7 5379 41,5 343 1762 2519 §19.0
Scs 80 6639 201 11,2 6060 316 224 1351 1891 8264
Sc24 7,9 6053 119 8.4 574,8 36,6 22,1 142,1 200,7 7959
Sc3 79 6272 148 9.3 666,3 367 22,7 1998 239,1 949,5
Sc19 78 7520 1539 10,7 5167 32,0 32,1 1837 2748 818,1
Scd 7.8 6315 208 122 1.073,3 43,1 214 1626 2271 13334
Sc2 78 6642 16,7 103 5074 376 229 2077 2682 802,6
Sclt 7,7 7575 158 13,8 8147 41,5 294 1849 2557 1.100,0
Scl3 76 8087 180 7.6 1151,9 552 190 1402 2144 13919
Sc20 7,5 7585 13,5 104 7758 448 276 1745 2469 1.046,5
Ps 74 7062 163 9,5 717,0 362 23,3 14277 2022 945,0
Sc23 74 5273 184 6,9 276,0 389 183 1310 1883 4895
Sc22 74 5632 222 82 411,1 30,7 23,8 1318 1863 6278
Scl8 73 7042 263 9,3 2916 397 261 1076 1734 500,6
Scl4 7.3 7200 292 82 679,1 53,5 203 1648 2386 9551
Sco 72 7299 279 108 5349 354 228 1145 1727 7463
Sel2 7.0 7341 18,0 9,2 451,1 34,7 198 1339 1883 666,6
Sci0 6,9 8282 397 7.6 3546 384 188 1293 1866 5883
Scl7 6,6 855 379 8,7 7194 464 29,1 1422 217,7  983,8
Sclé 63 9.143 462 10,7 4405 362 188 1426 1976 6950
Se21 62 7936 260 8.0 3777 784 33.0 2175 3288 740,5
Kj 59 11837 343 122 63,0 263 3569 1635 2468 356,3
Scls 59 9903 492 7.9 581,9 392 206 1018 1611 800,1
Sp 56 14945 96,1 6,4 5908 nd =nd 314 314 724,7
Ca 4,5 14650 29,1 144 384 37,7 244 1598 2219 303,8
Sell 44 10949 484 11,8 3799 425 274 1371 2070 6471
Cf 29 13844 215 nd 2684 nd 396 121,5 161,1 451.0
Cg 2,1 17.778 317 nd 3478 nd 545 2024 2569 6364
F (5%) * * * * * * ¥ * * *
CV (%) 37 74 9.9 10,5 8.1 87 8.1 44 3.8 5,5
DMS 08 198¢ 11,2 4,2 1721 143 89 27,1 332 172,3

Sc24 - levedura de referéncia (destilaria de alcool); nd - nfo detectado; CV = Coeficiente de Variacio;
DMS = Diferenca minima significativa; Rend = Rendimento da fermentagdo (%); Etn = Etanol; Glic =
Glicerol; Actald = Acetaldeido; AcEtil = Acetato de etila; HAc = Acido acético; Prop = Propanol; Isob.=
Isobutanol; Isoam = Alcool isoamilico; AlSup. = Alcoois superiores totais; Cvt = Compostos volateis

totais (exclusive o glicerol).
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TABELA 3 - Niveis de producfio’ (mg / 100 mlL alcool anidro) dos compostos volateis

formados pelas linhagens de leveduras.

Niveis
Compostos it Muit
HIto . P o
Baixo Baixo Meédio Alto Alto
11,0-2501 25,1-40.0 45.1-64,0 6,1-100,0
S¢1.2,34,56,78 Sc¢9,10,14,17,1821 Sc11,15,16 Sp
. 12,13,19,20,22 Ca,Cg.Kj
Acetaldeido 23.24.CLPs
a7 6] 3 (1)
Tragos-5,8 501848 8481-13.9 i3.01-15.0
CfCg $¢8,10,13,15 S¢2,3.4,5,6,7.9.11 Sc1,Ca
Acetato Etila 21,23, Sp 12,14,16,17,18,19
20,22 24 Kj.Ps
2) (N 19 2}
Tragos-5.0 £,1-30.0 36,1-40.0 46,1-604.0 60,1-80,8
CfCg.Sp Sc8, Kj 8¢2,3,5,9,10,12,15 Sc14.6.7,11.13 Sc21
Propanol 16,18,19.22 23 24, 14,17,20
Ca,Ps
3 2) (15) &) (0))]
Tragos-5,0 5,1-20.8 206,3-30,8 36,1-40.0 46,1-50,9
Isobutanol Sp Sc8,10,12,13 8c1,23,45.79,11 8¢ 6,19,21.CF CeKj
' 16,23 14,15,17,18,20,22
24, Ca, Ps
) {6) (17) ) (2)
30.0-80,0 84,1-138,0 130,3-160.0 160,1-196.6 158.3-220,0
Isoamilico Sp 5c8.9.10,1518 Sc¢3,7,11,12,13.16 Sc1,4,6,14, S5¢2,3,21.Cg
Cf 17.22,23.24 Ca Ps 19,20,Kj
1) (6} (12) (M 4
30,6-100,0 106.1-500.0 200,1-900.0 900,1-1200,0
Acido CaKj S¢7.8,10,11,12,16, Sc¢l.2.3,5.6,9,14 Sc4.13
L 18,21,22,23,Cf£Cg  15,17,19,20,24
Acético
Ps.Sp
{(2) 12 (14 2
30.5-1208 126,1-260.0 200,1-2580.8 350,1-3060.0 300,1-330.8
Alcoois Sp $¢5,8,9.10.12,15  Sc4,7,11,13,14,17 S¢1,2,3,6,19.Cg Sc21
Superiores 16,18,22.23.Cf 20,24,Ca Kj,Ps
6] an an (6) 6))
S200-7000 FH01-99400 9961-12000 12003-18601
Sc2.3.4.5678 S¢1,9,10,12,13,14 Sc11,15 Ca,CECe,Sp
. 22,23.24 16,17,18,19,20,21 Kj
Glicerol Ps
(10 (i3) 3) 4)

Valores entre parénteses correspondem a quantidade de linhagens em cada nivel
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A andlise exploratéria de Agrupamento Hierdrquico e de Componentes Principais
foi realizada com as 30 linhagens de leveduras e 7 varidveis (taxas de produgio de
acetaldeido, acetato de etila, dcido acético, propanol, isobutanol, dlcool isoamilico e dlcoois
superiores). O dendrograma (Figura 1) mostra a similaridade entre as linhagens de
leveduras segundo as varidveis escolhidas. A escala variando de 0,0 a 1,0 representa os
indices de similaridade entre as linhagens e as letras (a,b ou ¢) apds o codigo de cada
linhagem indica as repeti¢Ges. Observa-se a formagfo de 6 grupos distintos, e que dentro de
cada grupo as linhagens apresentam indice de similaridade na faixa de 0,78 a 0,90. Os
grupos 4 ¢ 6 contém as linhagens de leveduras mais similares 0,85 e 0,90, respectivamente.
A grande maioria das linhagens situou-se nos grupos 1 (33%), 5 (30%), e 3 (20%).
Observa-se que a linhagem de S. pombe formou um grupo distinto (grupo 2), e as linhagens
C. apicola e K. javanica formaram um grupo comum {grupo 6), assim como a Sc13 e Sc4
{grupo4). O grupo 1 ¢ formado somente por linhagens de S. cerevisiae. As leveduras néo-
Saccharomyces mais similares entre si foram C. apicola e K. javanica, com indice de
similaridade de cerca de 0,95. A linhagem de P. subpelliculosa apresentou caracteristicas
gerais mais similares as linhagens S. cerevisiae do que com as linhagens n#o-

Saccharomyces.

A Anilise de Componentes Principais mostrou que 93,1% da varidncia dos dados
fot explicada pela Componente Principal 1 (CP 1), e somente 6,3% pela CP 2. A separagio
entre as linhagens foi descrita pela CP 1, como pode ser visualizado na Figura 2 (CP1
versus CP2). Analisando conjuntamente os graficos de scores e de loadings (Figuras 2 e 3),
nota-se que as linhagens pertencentes aos grupos 2, 3 e 4 tém scores positivos na CP 1,
enquanto as linhagens do grupo 5 e 6 tém scores negativos e as do grupo 1 t€m scores
proximo a zero com valores ligeiramente positivos ou negativos. Quando comparados entre
si, observa-se que a separacio entre as linhagens ¢, em grande parte, devida aos altos teores
¢ amplitude de variagdio do acido acético. As linhagens do grupo 4 tém scores mais
positivos, por apresentarem altos teores de acido acético e as do grupo 6 tém scores mais
negativos, por apresentarem os mais baixos teores de acido acético. O acetaldeido, acetato

de etila, propanol, isobutanol, dlcool isoamilico e dlcoois superiores totais nfio contribuiram
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FIGURA 1 - Dendrograma obtido para as 30 linhagens de
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FIGURA 2 - Gréfico de scores (CP1 versus CP2) para as leveduras estudadas.
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na separagdo dos grupos na CP 1. O grupo 2 contendo somente a linhagem S. pombe teve o
score mais negativo na CP 2 devido aos altos teores de acetaideido. A levedura Sc21
pertencente ao grupo 5 apresenta o score mais positivo na CP 2 devido ao alto teor de
alcoois superiores. A levedura de referéncia Sc24 se encontra no grupo 1 que contem
somente linhagens de S. cerevisiae e apresenta score proximo a zero tanto na CP 1 como na

CP2.

4. CONCLUSOES

As linhagens de levedura pertencentes ao género Saccharomyces produziram
compostos volateis dentro de limites proporcionais ao seu teor no vinho, ou seja, com uma
variagdo limitada em torno de 50% do teor médio de cada componente. A Analise de
Agrupamento Hierarquico ¢ de Componentes Principais mostrou a separagio das linhagens
em diversos grupos, sendo a capacidade de producio de Acido acético a variavel de maior

impacto na diferenciagio das linhagens.

As linhagens nio-Saccharomyces se diferenciaram bastante, principalmente pela
apresenta¢io de quantidade elevada de glicerol, o que conta expressivamente para 0 menor
rendimento da fermentacdio dessas leveduras. A maior formacio de glicerol foi uma
caracteristica em todas as linhagens nfo-Saccharomyces, com exce¢do daquela de P.
subpelliculosa. Dentre estas, a linhagem de S. pombe foi a t(mica a nfo mostrar
caracteristicas desejaveis para a produgdo de aguardente de cana por produzir quantidade
muito baixa de alcoois superiores ¢ elevada de acetaldeido. As linhagens de C. famata e C.
guilliermondii ndo produziram acetato de etila e propanol em quantidades detectaveis, o
mesmo ocorrendo com a de S. pombe para propanol e isobutanol; o meio sintético utilizado
deve ser deficiente em nutriente essencial para a sintese desses compostos. As linhagens de

P. subpelliculosa ¢ de K javanica apresentaram um perfil de formacio de compostos

97



volateis semelhante as Saccharomyces, porém, aquela Gltima com produgfio extremamente

menor de acido acético.

As linhagens Saccharomyces fermentaram melhor, fornecendo vinhos com maior
teor alcodlico, revelando-se, portanto, mais tolerantes ao etanol, o que Ihes confere maior
potencial de dominar o processo fermentativo. Deste modo, uma vez que as ndo-
Saccharomyces apresentam um perfil qualitativo e quantitativo de compostos volateis
considerado semelhante ao das Saccharomyces para efeitos praticos na qualidade da
aguardente, pode-se dizer que as niio-Saccharomyces em vista de sua pouca tolerincia ao
etanol, ¢ consequentemente pequena populagio além de reduzida atividade fermentativa em
vinhos a partir de determinado teor em etanol, deve provocar pouca alteragiio no perfil de
compostos volateis do vinho.

As linhagens Saccharomyces isoladas de fermentagdes em pequenas destilarias,
destinadas a producfo de aguardente artesanal, mostraram grande similaridade na produggo
de compostos volateis em comparagdo com wma linhagem referencial de producio de
etanol isolada em destilaria de alcool, ¢ com outras duas linhagens provenientes de
destilaria industrial de aguardente. As linhagens isoladas nas destilarias de aguardente
artesanal apresentaram uma ampla variagio no teor de etanol do vinho, reflexo das
condi¢bes igualmente variadas no processo, que mostram a selegdo de linhagens adaptadas
a menores teores de agticar do mosto, ou fermentacdes com fase inicial mais lenta com
manutengdo de menores teores alcodlicos no vinho durante maior terpo. Entre as linhagens
Saccharomyces, a Sc21 produziu o mais elevado teor de propanol, dlcool isoamilico e de
alcoois superiores. Esta linhagem apresenta, portanto, caracteristicas que a torna
interessante na produgfo de aguardente, especialmente em condices de mosto com menor
teor de agtcar ou de etanol no vinho, devido a sua menor tolerdncia ao etanol. As linhagens

Sci3 e Sc4 diferenciaram-se por produzirem altos teores de acido acético.
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INFLUENCIA DE DIFERENTES LINHAGENS DE LEVEDURA NA
COMPOSICAO E QUALIDADE SENSORIAL DA AGUARDENTE DE CANA

Evelyn Souza Oliveira'; Helena Maria André Bolini Cardello?; Elson Luiz Rocha Souza’® e
Gil Eduardo Serra*

! Departamento de Alimentos-Faculdade de Farmacia, UFMG; 2 Departamento de Nutrigdo-
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Técnico;'Departamento de Tecnologia de Alimentos- Faculdade de Engenharia de
Alimentos,UNICAMP,

RESUMO

Foram produzidas 10 aguardentes de cana (cachaga) utilizando-se diferentes
linhagens de leveduras, sendo seis Saccharomyces cerevisiae , além de Candida apicola-
like, Kloeckera javanica, Pichia subpelliculosa e Schizosaccharomyces pombe. O caldo de
cana fermentado (vinho) foi destilado em um alambique de cobre com capacidade ttil de 30
litros, obtendo-se aproximadamente 4 a 6 litros de aguardente a 39 % (v/v); a temperatura e
velocidade da destilagdo foram padronizadas, bem como separada uma fraciio de cabeca
correspondente a 5% do volume da aguardente. As linhagens ndo-Saccharomyces
apresentaram rendimento da fermentacdo similar as linhagens Saccharomyces. Nas
aguardentes foram determinados acetaldeido, acetato de etila, propanol, isobutanol, alcool
isoamilico, a acidez volatil e o grau alcodlico, assim como o teor de etanol no vinho. As
aguardentes obtidas apresentaram variagbes nos teores dos compostos secunddrios, mas
estas variagdes nfo ocasionaram diferencas (p<0,05) em relagdo aos atributos sensoriais de
aroma, sabor ¢ impressdo global. Entre os compostos volateis determinados nas
aguardentes somente o propanol apresentou correlacfo positiva (p<0,05) com os resultados
da andlise sensorial para sabor e impressdo global. A aguardente obtida com a linhagem de
S. pombe mostrou baixos teores para praticamente todos os compostos volateis, e nfo se

mostrou adequada para a produgio de aguardente, obtendo as notas mais baixas na andlise
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sensorial. A Anélise Exploratdria de Agrupamento Hierdrquico, em fungio dos compostos
volateis determinados, mostrou a separacdo das aguardentes em 5 grupos e a Andlise de
Componentes Principais mostrou que 93% da variacdo (CP 1) ocorrida entre as amostras
foi explicada pelos compostos volateis individuais e a soma dos compostos secundarios
totais, excetuando-se o alcool isoamilico, e apenas 7% foi associada a (CP 2) devido a
acidez volatil. A constatacfio de correlagdes negativas entre todos 0s compostos voliteis na
aguardente ¢ o etanol no vinho, com exce¢iio do acetaldeido, ¢ resultado do efeito de
diluicdio dos componentes secundirios no maior volume de aguardente destilada, e mostra
que a variagfo no teor alcodlico do vinho € um fator importante no processo industriai, para
padronizacio da relagdo etanol/voléteis ¢ da qualidade das bebidas comercializadas. Os
resultados obtidos com as aguardentes foram ainda comparados com a produgdo de volateis
de outro experimento, que utilizou as mesmas linhagens de levedura, em meio sintético;
observou-se que os dlcoois superiores e o alcool isoamilico, presentes na aguardente e no
meio sintético, apresentaram correlacdo positiva, mostrando que para o mais abundante
grupo de volateis na aguardente ba transposi¢do desses resultados permitindo o uso de
meios sintéticos para padronizar a caracterizaciio e triagem de leveduras com relagio

aqueles componentes.

Palavras-chave: fermentaciio alcodlica, aguardente de cana, cachaca, compostos
secundarios, volateis, analise sensorial, levedura,Saccharomyces, Candida, Kloeckera,

Pichia, Schizosaccharomyces.

INFLUENCE OF YEAST STRAIN ON THE COMPOSITION AND SENSORY
QUALITY OF SUGARCANE LIQUOR OR “CACHACA”

SUMMARY

Six strains of Saccharomyces cerevisiaze, and one of Candida apicola-like,
Kloeckera javanica, Pichia subpelliculosa and Schizosaccharomyces pombe, all isolated
from distilleries, each by time were inoculated to sugarcane juices. The fermented cane

juice {wine) was distilled in a copper still with working capacity of thirty liters, obtaining
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Juice (wine) was distilled in a copper still with working capacity of thirty liters, obtaining
approximately 4 to 6 liters of distilled beverage "cachaca” at 39% ethanol, v/v. The
distillation temperature and velocity were standardized, as well the separation of a 5%
initial head fraction. The non-Saccharomyces strains showed fermentation vields similar to
Saccharomyces. The beverages were analyzed for ethanol, acetaldehyde, ethyl acetate,
propanol, tsobutanol and iso-amyl aicohol, as ethanol, volatile acidity and residual sugar in
the fermented mash. Variations in the contents of the secondary components were found in
the beverages, but did not represent statistically significant differences (p<0,05) with
respect to the sensory attributes of aroma, flavor and overall impression. Among all
secondary compounds, only propanol showed positive correlation (p<0,05) with the sensory
attributes of taste and overall impression. Beverage from S. pombe presented very low
secondary compounds, and obtained the lowest scores in the sensory analysis, being not
suitable for cachaca production. The Hierarchical Cluster Analysis (HCA), related to the
secondary compounds, separated the beverages into five groups. The Principal Component
Analysis (PCA) showed that 93% of variation between the samples could be explained by
the main axis (Princiapl Component 1) and the total volatile compounds, higher alcohols
and 1s0-amyl alcohol contributed to a greater extent to the variability associate with this
axis, and only 7% is associate with Principal Component 2 due mainly volatile acidity. The
occurrence statistically significant negative correlation between all secondary compounds
in the beverages and ethanol in fermented mash, except for acetaldehyde, is the result of the
dilution effect of that compounds in a larger volume of distilled beverage, from mash
containing higher ethanol content, concluding that the variation on ethanol content of
fermented mash is an important factor in industrial process for standardization of
ethanol/volatile rate and quality of cachaca. The results of volatile compounds in
beverages correlated with volatile flom the same yeast strains in synthetic medium
laboratory experiment, showed that iso-amyl and higher alcohols correlated positively

(p=0,1), meaning that synthetic medium can be useful for screening purposes.

Key Words: alcoholic fermentation, sugarcane liquor, cachaca, volatile compounds,

sensory analysis, yeast, Saccharomyces, Kloeckera, Pichia, Schizosaccharomyces.
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1. INTRODUCAO

A aguardente de cana, cachaga ou caninha é uma bebida alcodlica destilada
tipicamente brasileira, com graduacfo alcoolica entre 38 a 54° GL, obtida pela fermentagiio
do caldo de cana-de-agticar. As expectativas de um aumento significativo nas exportacdes
da aguardente de cana, para os proximos anos, deve-se a sua boa aceitagio no exterior
sendo considerada uma bebida saborosa e exdtica. A previsio do setor para a proxima
década ¢ alcancar US$ 100 milhSes em divisas para o pais. A aguardente de cana foi
incluida em programas de exportagio do governo como o PEE - Programa Especial para
Exportagdo e PNPE — Programa dos Novos Pélos de Exportagfio e é apontada como a
bebida do proximo século, em substituicio ao rum e a tequila. O PBDAC — Programa
Brasileiro de Desenvolvimento da Aguardente de Cana, Caninha ou Cachaca foi criado
oficialmente em 1997 pela Associacio Brasileira de Bebidas (ABRABE) e estimula a
valorizagdo e a qualidade dos métodos de producgio da aguardente de cana (Pepe, 2000).
Em Minas Gerais o aumento da produgdo de cachaca estd sendo estimulado pelo Pro-
Cachaga € pela Associagio Mineira dos Produtores de Aguardente de Qualidade (Ampag),

que criaram um selo de qualidade para os produtores que integram a associagdo.

S&o vérios os fatores que interferem na qualidade das bebidas alcodlicas destiladas,
tais como a matéria-prima, a fermentago, o método de condugdo do processo fermentativo,
a destilagfo, o envelhecimento etc. No entanto as leveduras e as condigfes de fermentacéo
tém sido apontadas como os fatores que mais influenciam o sabor das bebidas alcodlicas,
pois € durante a fermentacdo que a maioria dos compostos responsaveis pelo sabor ¢
formada (Suomalainen & Lehtonen, 1979; Lehtonen & Jounela-Eriksson, 1983).

O sabor das bebidas alcodlicas ¢ formado por inimeros compostos organicos
voliteis e ndo voldteis, que conferem as bebidas seu odor e gosto tipico. Estes compostos
podem ser divididos em varios grupos de acordo com sua natureza quimica. Alcoois
superiores (Oleo fiisel), acidos graxos e ésteres formam quantitativa € qualitativamente os
maiores grupos presentes nas bebidas alcodlicas, sendo os &lcoois superiores os mais

abundantes (Lehtonen & Jounela-Eriksson, 1983; Berry, 1995). Segundo Cole & Noble
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(1995) o sabor em um sistema complexo, tal como das bebidas alcoélicas, ndo pode ser
mferido com base em andlises; com poucas excegdes, o sabor perceptivel é resultante de
uma combinagdo de varios componentes, e nfo devido a um composto de “impacto”.
Apesar das diferentes bebidas destiladas serem prontamente distinguidas uma das outras
por suas caracteristicas sensoriais, nfio se observa grande diferenca na sua composicio
quimica. As diferencas mais importantes parecem estar relacionadas ao contetido

quantitativo dos compostos do aroma (Suomalainen & Lehtonen, 1979),

Estudos em alimentos e bebidas, visando relacionar os componentes responsaveis
pelo sabor com sua qualidade, sdo acompanhados com analise sensorial, que continua
sendo ainda, a unica forma de avaliar a aceitagiio desses produtos, realizada diretamente
através da percepciio humana (Stone & Sidel, 1998). Os testes semsoriais sio incluidos
como garantia de qualidade na industria de alimentos e bebidas por representarem 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 nio
podem ser detectadas por outros procedimentos analiticos e ainda, ser capaz de avaliar a

aceitacdo de produtos (Munoz et al.,1992).

A qualidade da aguardente de cana no Brasil é definida pelo Decreto Federal n°
2314 de 04/09/97, e pela Portaria n° 371 do Ministério da Agricultura, de 18/09/1974, que
estabelece os seguintes padrdes de identidade e qualidade: o teor alcodlico deve ser de 38 a
54 % v/v, a 20° C e o coeficiente de congéneres (aldeidos, acidos, ésteres, furfural e dlcoois
superiores) nfo pode ser inferior a 200 mg/100 mL de alcoo! anidro, sendo os teores
maximos (mg/100 mL de dlcool anidro) de 150 para acidez volatil em 4cido acético, 200
para €steres em acetato de etila, 30 para aldeidos em aldeido acético, 5 para furfural e 300
para dalcoois superiores. Qualitativamente, os principais componentes do sabor da

aguardente sdo os mesmos, e encontrados nas demais bebidas alcoélicas (Maia, 1994).
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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; Boscolo, 1996). Em relagdc as aguardentes recém-destiladas
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 et al. (1993) supondo que o defeito organoléptico (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
(p<0,01) pelas amostras destiladas na presenca de cobre. Furtado (1995) determinou as
propriedades fisico-quimicas e estudou as caracteristicas sensoriais do aroma e sabor de

aguardentes recém-destiladas utilizando-se andlise descritiva quantitativa.

Oliveira (2001) avaliou 24 linhagens de leveduras pertencentes as espécies
Saccharomyces cerevisiae ¢ 6 pertencentes a outros géneros, isoladas de fermentacbes em
produtores de aguardente de cana. As linhagens estudadas, em meio sintético, apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em rela¢fo aos parimetros fermentativos
de Rendimento da fermentacfo, Eficiéncia de conversio de substrato em etanol, Yp/s, Yx/s,
HUmax dentre outros e também em relagiio a formacgfio dos principais compostos voliteis
(acetaldeido, acetato de etila, propancl, isobutanol, alcool isoamilico, glicerol e acido
acético). A andlise estatistica multivariada mostrou gue estas linhagens se separaram em
diferentes agrupamentos de acordo com sua similaridade, em relagdo aos paridmetros
fermentativos (o rendimento foi o pardmetro de maior impacto na diferenciacio das
linhagens) e em relagio a formacdo de compostos volateis (o acido acético foi o
componente de maior impacto). Visando dar continuidade a este estudo, foi planejado o
presente trabalho a partir da selecio de 10 linhagens de leveduras Saccharomyces e nfo-
Saccharomyces pertencentes aos diferentes agrupamentos ja citados, com o objetivo de
estudar a influéncia das mesmas na composi¢io e na qualidade sensorial da aguardente de

cana recém-destilada, produzida em escala piloto.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram produzidas aguardentes com diferentes linhagens de levedura, sendo 6
Saccharomyces cerevisiae e 4 ndo-Saccharomyces. Todas as linhagens utilizadas foram
isoladas de produtores artesanais de aguardente de cana do Estado de Minas Gerais e
selecionadas em trabalhos anteriores em fungfo das suas caracteristicas fermentativas e de
formagdo de compostos voldteis em mejo sintético (Oliveira, 2001). A rmaioria das
linhagens foi proveniente da colegio da Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG:
Sc3 (UFMG-AL1605) S. cerevisiae; Sc4 (UFMG-A1667) S. cerevisiae; Sc6 (UFMG-
Al676) S. cerevisige; Sc8 (UFMG-A905) S. cerevisiae; Scl13 (UFMG-A1492) S.
cerevisiage; Sc21 (UNICAMP-AV3) S. cerevisiae; Ca (UFMG-A972) Candida apicola-
like; Kj (UFMG-A893) Kloeckera javanica; Ps (UFMG-A960) Pichia subpelliculosa; Sp
(UFMG-A1113) Schizosacharomyces pombe. Nas aguardentes obtidas foram determinados
o teor de compostos volateis (acetaldeido, acetato de etila, propanol, isobutanol e alcool
isoamilico) ¢ a acidez volatil; no vinho foi determinado o teor alcodlico. Esses resultados
foram submetidos a analise estatistica de correlagdo entre si, e também entre os resultados
de produgio de compostos volateis pelas mesmas leveduras em meio sintético obtidos em
outro experimento (Oliveira, 2001). A Anslise Exploratéria multivariada de Agrupamento
Hierarquico e Anilise de Componentes Principais foram aplicadas para verificacdo da
similaridade das aguardentes, segundo o teor dos diversos componentes voliteis que
caracterizam cada uma (PIROUETTE, 1997).

As 10 amostras de aguardente foram submetidas a andlise de aceitacfio através de
testes sensoriais, utilizando-se escalas heddnicas de nove pontos (Stone & Sidel, 1993).
Uma equipe de 41 provadores avaliou as amostras em relagio ac aroma, sabor e impresséo
global. As avaliagbes foram feitas em cabines individuais, em laboratério de anilise
sensorial. As amostras foram servidas aos provadores em calices de vidro incolor,
transparentes, cobertos com vidro de relégio e codificados com algarismos de trés digitos.
Todas as amostras foram apresentadas de forma monadica, num total de 10 sessdes por
provador. Com os dados coletados, foi realizada analise de varidncia (ANOVA) e aplicado
o teste de Tukey para comparagiio das médias das amostras (SAS, 1993), bem como
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verificada a distribuigdo normal das potas dadas pelos provadores em relagio & escala

heddnica utilizada.

Para o preparo do inéculo cada uma das linhagens mantida em “slants” em meio
GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 1%, NaH,PO, 0,2% e agar
2%) foi assepticamente transferida para seis frascos de 250 mL contendo 100 ml, de meio
sintético estéril composte de: glicose 40 g/L; fosfato diacido de potassio 5,0 g/L; cloreto de
ambnio 5,0 g/L; sulfato de magnésio beptaidratado 1,0 g/L; cloreto de potassio 1,0 g/L;
extrato de levedura 6,0 g/L, pH 6,0. Os frascos foram incubados & temperatura de 30° C, a
150 rpm por 24 horas. O conteudo de cada frasco foi entdo assepticamente transferido para
seis frascos de 2 L contendo 1.000 mL do mesmo meio de cultivo estéril, porém com 60
g/L de glicose, e incubados nas mesmas condi¢Ges anteriores. A massa celular foi separada
por centrifugacdo, ressuspensa em agua destilada, lavada duas vezes, e usada como indculo

nas fermentacdes do caldo de cana em escala piloto.

O caldo da cana-de-agticar foi extraido imediatamente ap6s o seu corte, em moenda
industrial de um terno; a moenda foi submetida a uma assepsia prévia. Antes da extracéio, a
raiz e as pontas da cana foram excluidas, e a superficie dos colmos foi lavada com agua
potavel. O caldo foi coado em tela para retencdo do bagacilho, diluido com agua potavel
para 15° Brix, e inoculado com uma suspensio de células suficiente para se obter em torno
de 107 a 10°células/mL de caldo, com viabilidade celular de cerca de 99%. A partir de cada
linhagem foi inoculado um volume de 30 litros de caldo, que fermentado e destilado deu
origem 4s amostras de aguardente. Apds a inoculagdo, o caldo foi homogeneizado e uma
amostra coletada para analises de controle, como a determinacdo do teor de sélidos soliveis

(“Brix), agiicares redutores totais (ART), contagem de células e viabilidade celular.

Foi realizada uma unica fermentaciio com cada uma das leveduras, e os resultados
foram submetidos a andlise exploratoria segundo a metodologia de Andlise de
Agrupamento Hierarquico (AAH) e Analise de Componentes Principais (ACP), utilizando-

se como varidveis os teores dos compostos secunddrios presentes nas aguardentes
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produzidas. As fermentagSes foram efetuadas em sistema de batelada simples, na planta
piloto de Processamento do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos-UNICAMP. As fermentagSes foram conduzidas em um tanque
cilindrico de ago inoxiddvel (didmetro 50cm e altura 54 cm), com mosto a cerca de 32 °C,
em média. O final da fermentacdo foi determinado pela estabilizagio da leitura do °Brix,
isto € com a leitura de dois valores iguais e consecutivos, em periodo de 1 hora entre as
amostragens. O tempo médio das fermentagdes variou de 42 a 64 horas. Ao final das
fermentagdes uma amostra do vinho foi coletada para a determinacéo do teor de etanol.

A destilagio do caldo fermentado foi realizada em um alambique de cobre de
capacidade util de 30 litros, com condensador/resfriador, aquecido a gas; a temperatura do
vinho foi controlada entre cerca de 91 a 97°C, para manter a vaziio de destilado em torno de
1 litro/hora. A fragdo de cabega foi coletada separadamente e de forma padronizada
(volume fixo de 250 mL, comrespondente a cerca de 5% do volume de aguardente),
equalizando o tempo de destilagiio dos componentes da cabeca. A fragio de coracfio foi
coletada em seguida até se obter um grau alcdolico de cerca de 39 % v/iv, a 20° C. As
aguardentes foram entdo armazenadas, em garrafas de vidro com tampas e batoque de
plastico, ¢ armazenadas em local de temperatura ambiente mais amena e sem variacdes

bruscas, para amostragem e andlise sensorial posteriores.

A concentracio de aglicares redutores totais no caldo de cana foi determinada pelo
método do 4cido 3,5 dinitrossalicilico-DNS (Miller, 1959) ap6s hidrdlise com #cido
cloridrico. O etanol presente no caldo de cana fermentado (vinho) foi determinado pelo
método espectrofotométrico do dicromato de potassio modificado.(Salik & Povoh,1993). A
contagem de células e sua viabilidade celular foram determinadas utilizando-se um
microscopio Gtico com cdmara de Neubauer e corante eritrosina, segundo Bonneu et al.
(1991). Os compostos secunddrios presentes nas aguardentes foram determinados por

cromatografia gasosa

Para a determinagdo da acidez volatil as amostras de aguardente foram previamente

destiladas por arraste de vapor em Destilador Enochimico Gibertini, ¢ tituladas com NaOH
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0,1 N e fenolftaleina como indicador. A determinagio do grau alcodlico foi realizada em
Densimetro A. PAAR, modelo DMA 48.

A determinagdo do acetaldeido, acetato de etila, propanol, isobutanol e #lcool
isoamilico, foram realizadas em cromatdgrafo a gas Shimadzu modelo GC-17-A, com auto
injetor, detector de ionizagdo de chama, e coluna cromatografica capilar DB-WAX (30m x
0,25mm x 0,25pm). As analises foram conduzidas nas seguintes condigBes: temperatura do
mjetor foi de 180°C e do detector de 190°C; programagio de temperatura da coluna foi:
40°C (5min), 20°C/min até 120°C (Imin), 30°C/min até 180°C (1min), tempo total da
corrida del3 minutos; gas de arraste utilizado foi o nitrogénio ¢ o ar; injegdes com divisdo
de fluxo (split) de 1:15; volume de amostra injetado de 1,0 pL. Os compostos foram
quantificados com técnica de padrio externo; os padrdes foram preparados em solugio de

etanol a 40% v/v.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra o teor de etanol no vinho e o rendimento das fermentagdes em
caldo de cana, para obtengiio das aguardentes em escala piloto, e também os resultados
obtidos por Oliveira (2001) em meio sintético, com frascos agitados. As linhagens de S.
cerevisiae ¢ P. subpelliculosa apresentaram rendimentos mais baixos nas fermentagdes do
caldo de cana em escala piloto, do que em meio sintético. Ao contrario, as leveduras nfo-
Saccharomyces (Candida, Kloeckera e Schizosaccharomyces) apresentaram maiores
rendimentos nas fermentagbes em caldo de cana, certamente devido & presenca de
nutrientes que favoreceram a atividade dessas leveduras, ou também ao menor teor em

oxigénio dissolvido (sem agitagéio).

As linhagens §. cerevisiae apresentaram correlagio positiva (r = +0,81 , p<0,1) entre
os rendimentos das fermentacdes em escala piloto em caldo de cana e em meio sintético,
validando o uso do meio sintético para caracterizagdio e triagem de linhagens de
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Saccharomyces (Figura 1); resultado especialmente importante uma vez que ¢ dificil
trabalhar com condigdes padronizadas de composi¢do do caldo de cana. Os rendimentos
das fermentagdes em caldo de cana variaram entre 58,0% (Sc21) e 84,8% (Sp). A linhagem
de S. pombe foi a que apresentou rendimento mais elevado (84,8%) em caldo de cana
dentre as linhagens estudadas. Resultado semelhante foi obtido por Fahrasmane et al
(1986) que obtiveram rendimentos de 79 e 85% com S. cerevisiae e S pombe,
respectivamente, em caldo de cana. Cleto (1997) obteve rendimentos em fermentac3es
conduzidas em caldo de cana com linhagens de leveduras S. cerevisiae isoladas de fermento
de panificagdo, de apenas 54,20 a 55,95%. Novaes (1995) relata que o rendimento da
produgdo de 4lcool na maioria das destilarias de aguardente varia de 60 a 75% em relacio
a0s agucares existentes no mosto. As diferencas observadas nos rendimentos nas
fermentagbes em caldo de cana ¢ em meio sintético, podem ser devidas nfio s6 as diferencas
na composi¢io dos meios, mas também na mancira de conduzir as fermentagSes. As
fermentagbes em meio sintético foram conduzidas em condigdes padronizadas de
temperatura e pH, em frascos de 250 mL com agitag3o, enquanto as fermentagdes do caldo

de cana foram efetuadas em escala piloto, sem agitagfio e sem controle de temperatura.

TABEILA 1 - Etanol no vinho e Rendimento da fermentagio em caldo de cana e

em meto sintético*.

Caldo de Cana Meio sintético
Linhagens Etanol Rendimento Etanol Rendimento

{viv) (%) (viv) (%)
8. cerevisiae
Sc3 7.9 76.4 7.9 84.1
Sc4 7.2 69.4 7.8 83,9
Sco 7.1 68,2 8.0 86,7
Sc8 8.2 77.1 8.3 90.5
Sc13 7.1 66,1 7.6 854
Sc21 6.1 58,0 6.2 71,2
nio-Saccharomyces
Ca 6.7 66.0 4.5 51.6
Ki 7.3 73.3 5.9 68,3
Ps 1,1 69.1 7.4 84,5
Sp 9.0 84.8 5,6 64.7

* (Oliveira , 2001)
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Foram observadas diversas correlagdes (Figura 2) entre o teor de etanol no vinho
das fermentagdes em caldo de cana e as concentragdes de compostos secundérios (mg/100
ml alcool anidro) nas respectivas aguardentes. O teor de etanol apresentou correlagfio
negativa com a acidez, acetato de etila, propanol, isobutanol, 4lcool isoamilico, € ainda com
a somatoria dos alcoois superiores e compostos voldteis totais. Estas correlagdes
demonstram a importéncia do teor alcodlico do vinho sobre a concentrago dos compostos
secundarios nas aguardentes. Isto €, quanto maior o teor alcodlico do vinho, maior volume
de aguardente serd obtida com determinada graduagfo alcodlica e desta forma os
componentes secundarios presentes no vinho sofrerio um efeito de dilui¢fio; este resultado
mostra que a variagdio no teor alcodlico do vinho € um fator importante no processo
industrial, para padroniza¢do da relagio etanol/voliteis ¢ da qualidade das bebidas

comercializadas.

FIGURA 1 - Equacdo e Coeficiente de correlagdo {r)

entre 0 Rendimento das fermentacdes em caldo de cana
¢ em meio sintético para as linhagens S. cerevisiae,

significativo a 10% (*).
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FIGURA 2 - Equagdes e Coeficientes de Correlagio (r) entre o teor de etanol no vinho de
caldo de cana ¢ os diversos compostos secundérios nas aguardentes, com significdncia a

0.1%(¥*+*%), 1%(*¥*%), 5%(**) & 10%(*).
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Foram também realizadas andlises de correlacio entre as concentragBes dos
compostos volateis presentes nas aguardentes e as concentragdes dos mesmos compostos
no vinho das fermentagdes conduzidas em meio sintético (Oliveira, 2001). Verificaram-se
correlagdes positivas entre os &lcoois isoamilicos € entre os alcoois superiores totais
(Figura 3), mostrando que para o mais abundante grupo de volateis presentes na aguardente
de cana observa-se transposigiio dos resultados permitindo o uso de meios sintéticos para
padronizar a caracterizagio e triagem de leveduras com relagio & presenca daqueles
componentes na aguardente. Nfo foram observadas correlagdes com os produtos de cabeca,
acctaldeido ¢ acetato de etila. Para estes compostos a auséneia de correlagdo pode ser
explicada pela separacgfio da fracdo de cabega durante a destilagdo (cerca de 5% do volume
total de aguardente). A falta de correlagdo com a acidez também pode ser explicada pelo
fato dos acidos serem compostos que comecam a destilar a partir da metade da fragdo

coragfo, principalmente na fracfio cauda (Leauté, 1990; Londofio, 1995).

FIGURA 3 - Equag¢des e Coeficientes de Correlagfo (r) para as taxas de produco de dlcool
ispamilico e para dlcoois superiores, entre os seus resultados na aguardente de cana e no

vinho de meio sintético (Oliveira, 2001), com significincia a 0,1%(¥***).

A Tabela 2 apresenta os resultados das andlises dos compostos volateis das
aguardentes de cana. O grau alcodlico (% em volume)} das aguardentes variou de 38,4 a

39,9; a acidez volatil de 28,4 a 121.4; acetaldeido de 7,4 a 18,2; acetato de etila 9.4 a 36,5;
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propanol de 5,6 a 20,5; isobutanol de 16,2 a 76,2; dlcool isoamilico de 79,4 a 283,8; alcoois
superiores de 101,1 a 351,6; e componentes volateis totais de 164,0 a 527,7 mg/100 mL de

alcool anidro (aa).

Vargas (1995) analisou 683 laudos de analise de aguardente engarrafada efou
comercializada no Estado de Minas Gerais, emitidos pelo Laboratorio Vegetal do
Ministério da Agricultura ¢ Reforma Agréria de Minas Gerais no periodo de 1989 a 1994 ¢
verificou que os parametros de identidade e qualidade apresentavam altos coeficientes de
variagdo (CV), indicando que tais pardmetros sdo varidveis instaveis, com exceglio do grau
alcodlico. Os dlcoois superiores apresentaram valor médio de 187 mg/100 mL de alcool
anidro(aa), com valores minimo e maximo de 6 e 490. O valor médio encontrado para a
acidez volatil foi de 118 mg/100 mL aa, variando de nd a 587. O valor médio encontrado
para ésteres foi de 87 mg/100 mL aa e os valores variaram de 2 a 484. Para os aldeidos o
valor médio foi de 13,3 mg/100 ml. aa, com faixa de variacdo de 1 a 282. O valor médio
encontrado para os componentes voliteis totais foi de 391 mg/100 mL aa e variou de 66 a

1.060.

A aguardente fermentada com a linhagem Sc21 foi a que apresentou as maiores
concentracdes de todos os compostos voldteis analisados, excetuando-se o dlcool isoamilico
que foi maior na aguardente produzida com a linhagem Sc6 (283,8 mg/100 mL aa). As
aguardentes obtidas com as linhagens Candida apicola-like, Kloeckera javanica e Pichia
subpelliculosa apresentaram todos os compostos volateis dentro dos limites exigidos pela
legislagdo brasileira. A aguardente produzida com a linhagem de S. pombe apresentou as
menores quantidades de n-propanol, isobutanol e Alcool isoamilico ¢ consequentemente de
alcoois superiores, tendo também apresentado uma quantidade total de componentes
volateis muito baixa (164,0 mg/100 ml aa), valor inferior ac minimo exigido pela
legistagio brasileira que € de 200 mg/100 mlL aa. Fahrasmane et al. (1986) compararam
duas linhagens de levedura quanto & produg@o de alcoois superiores, sendo uma JS.
cerevisiae e a outra S. pombe, e também encontraram que a linhagem de S. pombe produziu
muito menos alcoois superiores do que a S.cerevisiae. Parfait & Jouret (1975) relataram

também que S. pombe produz relativamente pouca quantidade de alcoois superiores. Os
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baixos teores de acetaldeido e acetato de etila encontrados nas aguardentes podem ser
explicados pela separagio da fragio de cabeca durante a destilagdo, que contém os

compostos mais volateis.

Todas as aguardentes apresentaram a maioria dos compostos dentro dos limites
exigidos pela legislacdo, com excec¢do dos 4lcoois superiores nas aguardentes obtidas com
as linbagens Sc3, Sc6, Scl3 e Sc21, que excederam o limite méximo exigido pela
legislagdo (300 mg/100 mL alcool anidro). Segundo Simpson (1971), a destilacdo
conduzida em alambiques proporciona uma maior concentragio de compostos volateis nos
destilados e de sabores pesados “heavy flavours”, por nfio permitir a separagfio fracionada
dos voliteis de forma eficaz como ocorre nos destiladores continuos. O sistema de
destilagdo exerce um grande efeito no sabor das bebidas alcoolicas, especialmente na sua
composi¢io quantitativa (Lehtonen & Jounela-Eriksson, 1983).

Os compostos volateis presentes nas aguardentes mostraram diversas correlacdes
(Tabela 3) que, no conjunto, mostram a interdependéncia das varidveis, com excecéo
apenas para o acetaldeido, que como ja foi dito, tem uma por¢fio significativa eliminada
pela separacio da fragdo de cabeca na destilagio. Os 4lcoois superiores comportam-se
como produtos hibridos, isto €, numa destilacdo intermitente dependendo do estagio da
mesma, ¢ varidvel a riqueza alcodlica do liguido gerador, dos vapores e dos seus
condensados, ao longo da coluna; assim, a riqueza em alcoois superiores nos vapores pode
ser maior ou menor que da solugio geradora. No caso de alcoois superiores em geral, o
coeficiente K' de Barbet € maior que a unidade em concentragdes superiores a cerca de 40%
de alcool em volume, quando entfo essas impurezas comportam-se como de cauda, sendo
menos ricas nos vapores gerados; teores alcodlicos acima de 40% ocorrem ao longo do
capitel nos alambiques, onde se sucedem a condensacdo e vaporiza¢do. Com o decorrer da
destilagdo, retirada do alcool e empobrecimento do mesmo no interior do alambique, o0s
alcoois superiores passam a ter um K' maior que a unidade ¢ apresentar vapores mais ricos
nesses compostos que a solugdo geradora, destilando ou migrando para o destilado em
maiores proporgdes. Portanto, os dlcoois superiores comportam-se como produtos de cauda,

uma vez que passam a ter maior proporgdo nos vapores apenas a partir de determinado
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ponto da destilagio, geralmente da metade da fragfio coragfio em diante. Diferentemente, os
produtos de cabeca deixam totalmente o alambique j& na fracfio de cabeca e ndo sfo
encontrados no liquido gerador ao final da fermentacio. Os produtos de cabega ndo sdo
encontrados na fragdo de cauda, mas os de cauda sdo arrastados e encontrados em todas as
fragdes de destilados. O coeficiente de purificagiio K' de Barbet corresponde a razio entre
a porcentagem da impureza em alcool absoluto no vapor e a porcentagem da mesma
contida no dlcool absoluto do liquido gerador. O coeficiente K' de Barbet é mais
interessante que o coeficiente K de Sorel (solubilidade da impureza no liquido gerador)
porque mostra 0 verdadeiro andamento da purificacdo do alcool. Meloni (1958) expde ¢
apresenta valores do coeficiente K', que permitem verificar que o valor de K' para o dlcool
isoamilico € menor que o de outros cornponentes apresentados, e entender a razdo de outras
impurezas se esgotarem antes no liquido gerador e assim serem tipicamente de cabega,
mesmo porque estdo presentes em quantidades bastante inferiores as de alcoois superiores
em geral, além de ter ponto de ebuligdo inferior ac do etanol. Quanto ao 4cido acético, o
mesmo destila em maior proporgéo da metade da fragdo de coragfio em diante. E, como as
amostras foram obtidas a uma média entre 38 e 39% de alcool, grande quantidade da fracfo
cauda incorporou-se ao coragio, apresentando, assim, um teor razoavel de acidez; portanto,
€ justificavel que o 4cido acético e Alcoois superiores apresentem correlagiio positiva. As
correlagbes apontam para um modelo geral em que a formacfio do 4cido acético ocorre
proporcionalmente com a de alcoois superiores, como metabolitos da fermentaciio; por
outro lado, como produtos de cauda sfo destilados também concomitantemente e assim
mantém uma correlagdo positiva. Nota-se também um conjunto especifico de correlagdes
envolvendo os dlcoois superiores, mostrando a total inter-relagdo entre os alcoois
individuais, a sua somatéria (4lcoois superiores) e os compostos volateis totais dos quais
sdo componentes expressivos. Qutro conjunto especifico de comrelagSes envolve a
dependéncia entre o 4cido acético, o acetato de etila, os componentes nio-alcoois, e 0s
compostos volateis totais; certamente 4 medida que aumenta o teor de 4cido acético
aumenta a reacfo de esterificacdo com o etanol, com aumento do teor de acetato de etila; o
maior teor de acido acético estd, também, vinculado ao aumento dos ndo-dlcoois e voliteis
totais, uma vez que € um componente expressivo dessas frages. Qu seja, o aumento dos

volateis totais na aguardente, em ordem decrescente de importancia relativa, em geral é
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dependente dos alcoois superiores (dlcool isoamilico, isobutilico e propanol), do 4cido
acético e do acetato de etila. O alcool isoamilico respondeu por cerca de 60 a 68% dos
volateis totais. Vargas (1995) também observou correlages entre os componentes volateis
totais, com ésteres (r=+0,77) e acidez volatil (r=+0,74), e também entre a acidez volatil e

ésteres (r=+0,66), em cerca de 580 amostras de aguardentes analisadas.

TABELA 3 - Correlacéo entre os diversos compostos volateis nas aguardentes obtidas com
as diferentes leveduras

Coeficientes de Correlacio

AcEtil HAc N-Ale Prop Isob 1Isoam AlSup Cvt

AckEtil 0,58 0,828
* kK
HAc 0,921 0,744 0,619
kK £ %
N-Ale 0,950 0,992 0,751
Fkpk ek £ ]
Prop 0,866 0,635 0,744 0,749
*okok *k *% *k
Isob 0,746 0,852 0,934
&K Ekk Fkkk
Isoam 0,984 0,883
Kok Rk sk
Al Sup 0,939
*kkk
Cvt 0,784 0,75 0,752
ek k * % %

significncia a 0,1 (***%) 1%(***), 5% ( *¥) e 10% (¥)

A relacfio entre dlcoois superiores /nfo-dlcoois nas aguardentes obtidas (Tabela 2)
com as 10 linhagens de leveduras estudadas, variou de 1,6 a 5,3, com média de 3,3. Sendo
que a linhagem S. Pombe (Sp) apresentou o valor mais baixo e a linhagem S. cerevisiae
(Sc8) o valor mais alto. Essa relagiio pode ser usada para monitorar a destilagio na
separacdo da fracdo de cabeca, de modo a se obter uma relacfo adequada; para as leveduras
Saccharomyces a média foi de 3,69. A anilise sensorial (Tabela 4) atribuiu uma menor
aceitacdo para a aguardente fermentada com a linhagem S. pombe que também apresentou

baixo valor para a relagio alcoois superiores/nfio-alcoois. A relagdo propanol/isobutanol
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nas aguardentes variou de 0,22 a 0,45, com média de 0,30 e sendo uma relacio indicativa
da diferenciag@o de bebidas, sendo que a linhagem Sc8 produziu aguardente com a relacio
mais alta (0,45), bastante diferenciada das demais. Este indice foi usado por Singer (1966)
para a diferenciaciio de diferentes bebidas alcoolicas, que determinou ser esta relagfio em
média de 0,40 em conhaques e 0,42 em uisques. A relagio dlcool isoamilico/isobutanol
variou de 3,35 a 7,25, com média de 5,21. Singer (1966) j4 havia determinado que as
relagdes entre dlcool isoamilico/isobutanol eram em média de 2,86 em conhagues e de 1,09
em uisques, bastante inferiores aos valores encontrados para as aguardentes de cana, neste

trabalho.

O dendrograma (Figura 4), com os resultados da Andlise de Agrupamento
Hierarquica, mostra a similaridade observada entre as amostras de aguardente, segundo as
varidveis acetaldeido, acetato de etila, acidez volatil, propanol, isobutanol, 4lcool
isoamilico, alcoois superiores e compostos volateis totais. As aguardentes formaram 35
grupos distintos, com similaridade de 0,76. A escala variando de 0,0 a 1,0 representa os
indices de similaridade. Pode ser observado que as aguardentes que mais se diferenciaram
foram a Sp e Sc21, que apresentaram as mais reduzidas relagdes alcool
isoamilico/isobutanol, de 1,61 e 2,00, respectivamente. As aguardentes obtidas com
leveduras Saccharomyces dividiram-se em 3 grupos com baixa similaridade entre si,
mostrando que linhagens de S. cerevisiae podem originar aguardentes com composicio

diferenciada em compostos volateis.

A Andlise de Componentes Principais (Figuras 5 ¢ 6) mostrou que 92,9% da
variaco ocorrida entre as amostras foi explicada pelo primeiro eixo (Componente Principal
1) e somente 6,7% foi explicada pelo segundo eixo (Componente Principal 2). Os
Componentes Principais 1 ¢ 2 explicaram juntos 99,6% da varia¢io ocorrida entre as
amostras. Quando as Figuras 5 ¢ 6 sfio comparadas entre si, observa-se que a variabilidade
das amostras associada ao primeiro eixo (CP 1) foi devida aos compostos volateis
individuais e aos compostos secundarios totais, com excecfo do &lcool isoamilico que

praticamente ndo interferiu; a acidez volatil foi a varidvel de maior peso na CP 2.
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FIGURA 4. Dendrograma obtido para as 10 aguardentes

em fungdo do seus teores em compostos secundarios.
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FIGURA 5 - Grafico de Scores (CP1 versus CP2) das aguardentes

obtidas com cada uma das leveduras.
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FIGURA 6 - Grafico de loadings (CP1 versus CP2) dos componentes
secundarios das aguardentes.

As amostras ficaram bem distintas umas das outras, marcadas por localizagbes bem
definidas de cada uma na figura 5. A linhagem de S. pombe produzin uma aguardente
bastante distinia das demais principalmente por apresentar baixos teores de 4lcoois
superiores € compostos volateis; a aguardente fermentada com a linhagem Sc21 se localiza
do lado oposto da linhagem Sp, por apresentar altos teores de compostos voldteis. Oliveira
(2001) trabalbando com essas mesmas leveduras, em meio sintético, verificou que a Sc21 e

a Sp também formaram teores de compostos volateis altos e baixos, respectivamente.

Na Tabela 4 estio apresentados os resultados das médias dos atributos sensoriais
obtidos no teste de aceitagio. As aguardentes niio diferiram entre si em relagfio ao aroma,
sabor e impressdo global (p<0,05). Somente a amostra fermentada com a linhagem de S.
pombe (Sp) diferiu estatisticamente em relacdio ao aroma da amostra Sc8 (p<0,05). Este
resultado € particularmente expressivo, considerando-se os resultados analiticos que
apontam a ndo adequagdo da S. pombe para a producgfio de aguardente. Apesar das

aguardentes ndo diferirem estatisticamente entre si observa-se que a aguardente obtida com
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a linhagem Sc8 de S. cerevisiae obteve as maiores notas para todos os atributos, enquanto a
aguardente fermentada com a linhagem S. pombe (Sp) obteve as notas mais baixas em
todos os atributos. As aguardentes fermentadas com as linhagens de Candida, Kioeckera e
Pichia ndo diferiram estatisticamente (p<0,05) em rela¢do ao aroma, sabor ¢ impressio
global das amostras fermentadas com linhagens de S. cerevisiae. Portanto as aguardentes
produzidas com estas leveduras tiveram aceitagdo comparavel as obtidas com as linhagens

8. cerevisiae.

Todas as aguardentes tiveram boa aceitagio, sempre acima do conceito gostei
ligeiramente dentro deste grupo de provadores, com excecdo da amostra Sp que obteve as
notas entre gostei ligeiramente (6) e nem gostei nem desgostei (5), certamente em fungio
dos baixos teores de compostos volateis formados por esta levedura, como ja comentado
anteriormente. Quanto as outras aguardentes, apesar de diferirem nas quantidades e
propor¢des de compostos volateis, estas variagdes nio influiram na aceitacdo das mesmas.
Como as linhagens ndo-Sacharomyces sio frequentemente encontradas nas fermentagdes
para producfio de aguardente de cana, fica evidente que as mesmas nio devem influir
expressivamente na qualidade da aguardente e tampouco parecem formar compostos que
afetam a qualidade sensorial das aguardentes. No vinho de caldo de cana fermentado com a
S. pombe foi facilmente sentido um odor desagradavel, lembrando compostos sulfurosos;
entretanto a aguardente nfio incorporou esse odor, provavelmente devido ao cobre do

alambique (Faria,1989; 1993).
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TABELA 4 - Médias das notas atribuidas as aguardentes no Teste
de Aceitagfio para os atributos Aroma, Sabor e Impressdo global.

Atributos Sensoriais

Aguardentes

Aroma Sabor L. Global
Saccharomyces
Sc3 6,54 % 5,782 6,10*
Sc4 6,76 * 5,902 6,27°
Sc6 6,66 ™ 595¢° 6292
Sc8 6,93 * 6,56 ° 6,71 °
Scl13 6,27% 6,002 6,122
Sc21 6,56 % 6,242 6,59 *
nio-
Ca 6,71 * 6,00 6,242
Kj 6,46 ® 6,002 6,272
Ps 6,59 6,022 6,29°%
Sp 5,66 ° 5,562 5,76 °
DMS 1,13 1,23 1,13

DMS =Diferenca minima significativa entre as médias de acordo com o
teste de Tukey (p<0,05)

Entre os compostos quantificados nas aguardentes verificou-se que apenas o
propanol apresentou correlagfo estatisticamente significativa (p<0,05) com os atributos de
sabor (r=+0,76) ¢ de impressio global (r=+0,81). Estes resultados sdo contrarios aos
relatados por Boza & Horii (1998) que constataram que o teor de propanol influe
negativamente na qualidade sensorial das aguardentes. Almeida & Barreto (1971) relataram
a ocorréncia de teores muito elevados de propanol (55 a 65 mg/100 mL de amostra) em
aguardentes de qualidade inferior, valores estes bem acima dos encontrados neste trabalho
que ficaram entre de 5,6 a 20,5 mg/100 mL de alcool anidro. Ribeiro (1997) avaliou
também as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de trés aguardentes fermentadas por
trés diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae e concluiu ser dificil correlacionar a
constituicdo da aguardente com a sua qualidade sensorial, sugerindo a ampliagio de estudos
nesta direc@o. Giudici et al. (1993) demonstraram que existe uma estreita relaciio entre a
produgdo de elevadas quantidades de propanol e a incapacidade das leveduras produzirem
sulfeto de hidrogénio. Em vdrias linhagens de leveduras testadas por estes autores, foi
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observada uma correlacdio inversa entre a quantidade de propanol formado e a capacidade

de formar sulfeto de hidrogénio.

4. CONCLUSOES

As aguardentes produzidas pelas diferentes linhagens de leveduras apresentaram
variagOes nos teores ¢ nas relagGes entre os principais compostos voldteis, mas estas ndo
resultaram em diferencas perceptiveis em relagdo ao aroma, sabor e impressdo global das
aguardentes. A aguardente produzida pela S. pombe foi excecdio, apresentando atributo de
aroma inferior em relagdo a uma linhagem de Saccharomyces que mostrou tendéncia para
melhores atributos. Isto indica que as leveduras nfo-Saccharomyces estudadas, presentes
nas fermentagdes artesanais de caldo de cana, nfio exercem influéncia negativa sobre a

qualidade sensorial da aguardente.

Dos compostos quantificados nas aguardentes, apenas o n-propanol apresentou
correlagdo positiva estatisticamente significativa (p<0,05) com os resultados da analise

sensorial, nos testes de aceitag@io de sabor e impresséo global.

A Analise Exploratoria de Agrupamento Hierdrquico, em fungdo dos compostos
volateis determinados, mostrou a separagio das aguardentes em 5 grupos e a Analise de
Componentes Principais mostrou que a variacdo ocorrida entre as amostras foi devida a
todos os compostos volateis individuais, com excecio do 4lcool isoamilico, e aos
compostos secundarios totais. A constatagio de uma relacio inversa entre os compostos
volateis presentes na aguardente e o teor de etanol do vinho, com exce¢io do acetaldeido, é
resultado do efeito de diluicdo dos componentes secundirios no maior volume de
aguardente destilada, e mostra que a variagdo no teor alcodlico do vinho ¢ um fator
importante a ser considerado no processo industrial, para padronizacio da relaciio
etanol/volateis ¢ da qualidade das bebidas comercializadas. Os resultados obtidos nas
aguardentes foram ainda comparados com a produgfio de volateis de outro experimento,

130



com as mesmas linhagens de levedura, em meio sintético, sendo observado que os alcoois
superiores determinados, na aguardente e no meio sintético, apresentaram correlagfo
positiva, assim como o dlcool isoamilico, mostrando que para o mais abundante grupo de
volateis presente na aguardente hi uma transposigdio dos resultados permitindo portanto o
uso de meios sintéticos para padronizar a caracterizagdo e triagem de leveduras com relacdo

aqueles componentes.
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Errata

Pagina 64 - Tabela 1 - substituir Cg UFMG-A1029 por CfUFMG-A1029

Pagina 86 - Tabela 1 - substituir Cg UFMG-A1029 por Cf UFMG-A1029

Pagina 92 - Tabela 2 - retirar do rodapé Rend = Rendimento da fermentacdo

Pagina 94 - 1° paragrafo, linha 6 - substituir (a,b ou cypor{aeh)

Pagina 108 - 1° paragrafo, linha 2 - substituir 38 a 54° GL por 38 a 54 % v/v

Pagina 121 - Tabela 2 — substituir ® GL por % v/v

Pagina 122 - 2° paragrafo, linha 9 — substituir K’ de Barbet maior por K* de Barbet menor
Pagina 125 - 2° paragrafo, linha 8 - substituir &lcool isoamilico/isobutanol por dlcoois
superiores/nio-alcoois

Pagina 129 — Tabela 4 — substituir ndo por nfo-Saccharomyces




