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RESUMO

PEREIRA, Alexandre Fontes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2007. Suplementacao de nitrogénio sobre a fermentacdo alcodlica para

producéo de cachaga, cerveja e vinho. Orientador: Paulo Henrique Alves da
Silva. Co-orientadores: José Antbnio Marques Pereira e Marcio Henrique
Pereira Barbosa.

A etapa de fermentacdo alcodlica é de grande importancia na composicao
guimica e sensorial das bebidas alcodlicas. O processo fermentativo é
influenciado pela linhagem de levedura, pela presenca de substancias
nitrogenadas no meio, pela temperatura e por outros fatores. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia de duas linhagens de levedura, de alta e baixa
fermentacao, trés fontes nitrogenadas, sulfato de aménio, peptona de caseina e
um pool de aminoacidos, em trés concentracdes, 0 (sem adicdo), 5 g/L e 25 g/L,
na cinética de fermentacdo e na composicdo de trés tipos de bebidas: cachaca,
cerveja e vinho. Os parametros analisados para calculo da cinética de
fermentacdo foram o pH, a acidez total, o teor de sélidos solUveis (°Brix) e o teor
alcodlico (°GL), em amostras coletadas em 12, 24, 48, 72 e 96 horas de
fermentacdo em mostos para producdo experimental de cachaca, cerveja e vinho.
Os valores de pH nos mostos de cachaca, cerveja e vinho reduziram durante o
processo fermentativo. No mosto para a fabricacdo de cachaca o pH variou de 5,4
a 3,0, no mosto de cerveja variou de 4,8 a 3,0 e no mosto de vinho variou de 3,6 a
3,0. A acidez aumentou nos trés mostos com o tempo, mas nao atingiu valores
considerados fora dos limites legais. O maior rendimento da fermentacéo
alcodlica, ou seja, maior producéo de etanol por consumo de substrato foi obtido
pela linhagem de levedura Saflager (baixa fermentacéo) utilizando como fonte de
nitrogénio sulfato de amonio, na concentracdo de 5 g/L, nos mostos de cachaca,
cerveja e vinho. As médias de concentracao final de etanol nos mostos foram 7,7
°GL em cachaca, 4,8 °GL em cerveja e 14,6 °GL em vinho. Os principais
compostos volateis e contaminantes organicos presentes nas amostras de

cachaca, cerveja e vinho foram analisados por cromatografia gasosa (GC), sendo
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a analise de carbamato de etila confirmada por cromatografia gasosa com
espectrometria de massa (GCMS). Os principais volateis analisados foram:
acetaldeido, acetato de etila, 1-propanol, alcool isobutilico, alcool isoamilico e
acido acético. Os contaminantes orgéanicos analisados foram: metanol, 1-butanol,
2-butanol e carbamato de etila. Nas amostras de cachaca os alcoois superiores,
1-propanol, isobutilico e isoamilico tiveram comportamentos diferentes para as
leveduras de baixa fermentacdo (Saflager) e alta fermentacédo (Safbrew) e a
adicdo de 5 g/L das fontes nitrogenadas ja foi suficiente para elevar
consideravelmente suas concentragdes. Nas amostras de cerveja, 0S compostos
1-propanol e alcool isobutilico tiveram seus valores elevados com o aumento da
concentracdo do sulfato de amonio. J& o alcool isoamilico atingiu valores mais
elevados com a adicdo do pool de aminoacidos. A levedura de alta fermentacéo
induziu uma maior producédo de alcool isobutilico e de &lcool isoamilico. J& a
levedura de baixa fermentacéo induziu uma maior producdo de 1-propanol. Os
valores de carbamato de etila aumentaram nas amostras de cachaca, cerveja e
vinho com 0 aumento na concentracdo das fontes nitrogenadas. Nas amostras de
cerveja e vinho os valores mais elevados de carbamato de etila foram maiores na
baixa fermentacdo, enquanto que nas amostras de cachaca estes valores foram
superiores na alta fermentacéo.



ABSTRACT

PEREIRA, Alexandre Fontes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2007. Suplementation of nitrogen about the alcoholic fermentation for
production of “cachaca”, beer and wine. Adviser: Paulo Henrique Alves da
Silva. Co-Advisers: José Antbnio Marques Pereira and Marcio Henrique
Pereira Barbosa.

The alcoholic fermentation step is of major importance on the sensory and
chemical composition of alcoholic beverages. The fermentation process is
influenced by the yeast strain, by the presence of nitrogen compounds on the
environment, by the temperature and other factors. The objective of this paper was
to evaluate the influence of two different yeast strains, of high and low
fermentation, three nitrogen sources, ammonium sulfate, casein peptone and a
pool of amino acids, in three different concentrations, 0 (with no addition), 5 g/L
and 25 g/L, on the fermentation kinetics and on the chemical composition of three
different types of liquors: “cachaga”, beer and wine. The analyzed parameters for
the fermentation kinetic evaluation were the pH, the total acidity, the total soluble
solid content (°Brix) and the alcoholic content (°GL), on samples collected
between 12, 24, 48, 72 and 96 hours of fermentation in musts for the experimental
production of “cachaca”, beer and wine. The pH on the three musts had a falling
tendency with time. On the must for “cachaca” production, the pH varied between
5,4 and 3; on the beer must, between 4,8 and 3,0 and on the wine must, it varied
between 3,6 and 3. The acidity increased with time for the three musts, but did not
reach the values considered out of the Brazilian legal standard.

The higher productivity of the alcoholic fermentation, that is, the higher production
of ethanol per consumption of substrate was obtained by the low fermentation
(Saflager) yeast strain, using as nitrogen source ammonium sulfate 5 g/L, on the
musts of “cachaca”, beer and wine. The final ethanol concentration average on the
musts were 7,7°GL for “cachaca”, 4,8°GL for beer and 14,6°GL for wine. The
major volatile compounds and organic contaminants contained on the “cachaca”,
beer and wine samples were analyzed by gas chromatography (GC). The ethyl

carbamate was also analyzed by gas chromatography with mass spectrometry
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(GCMS). The main volatile compounds analyzed were: acetaldehyde, ethyl
acetate, 1-propanol, isobuthylic alcohol, isoamilic alcohol, acetic acid. The organic
contaminants were methanol, 1-butanol, 2-butanol e ethyl carbamate. On the
“cachaca” sample, the higher alcohols, 1-propanol, isobuthylic alcohol and
isoamilic alcohol had different results for the low fermentation yeast (Saflager) and
for the high fermentation yeast (Safbrew). The addiction of 5 g/L of the nitrogen
source was enough to elevate considerably the concentrations of higher alcohols.
On the beer samples, the compounds 1-propanol and isoamilic alcohol had their
values increased with a higher concentration of ammonium sulfate. On the other
hand, the isoamilic alcohol reached bigger values with the addiction of the amino
acids pool. The high fermentation yeast induced a higher production of isobuthylic
alcohol and isoamilic alcohol, while the low fermentation yeast induced a higer
production of 1-propanol. The ethyl carbamate values increased on the cachaga,
beer and wine samples with the increase of the nitrogen source concentration; on
the beer and wine samples, the ethyl carbamate values were higher on the low
fermentation, while on the “cachaga” sample these values were higher on the high

fermentation.
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1. INTRODUCAO

Os processos biotecnoldgicos dos quais as leveduras Saccharomyces
cerevisiae participam sdo os mais difundidos mundialmente, sendo responsaveis
por toda a producao industrial de bebidas alcodlicas e de bioetanol do mundo. Do
ponto de vista econdmico e tecnolégico estas leveduras sao, portanto,
consideradas 0os microrganismos mais importantes.

Bebidas alcoolicas sao classificadas em fermentadas, fermento-destiladas
e mistura. As mais produzidas e consumidas mundialmente sdo a cerveja, 0
vinho e a cachaca. Uma grande diferenca entre elas € o teor alcodlico, que varia
de 3% a 8 % na cerveja, 9 % a 11 % no vinho e 38 % a 54 % na cachaga e
aguardente de cana-de-aclicar, medido a 20 °C. Além desta caracteristica do
produto final, o tipo de matéria-prima envolvido na producao diferencia os tipos de
bebidas.

S&o varios os fatores que interferem na qualidade das bebidas alcodlicas.
Destaca-se entre eles: o tipo e a qualidade da matéria-prima, o tipo e o0 método de
conducdo do processo fermentativo, as praticas tecnoldgicas, as operacoes
unitarias envolvidas no processamento e as caracteristicas de maturacdo e
envelhecimento. Grande énfase tem sido dada as leveduras e as condi¢cfes de
fermentacao, pois sdo em funcdo de seus metabolismos que sdo gerados os
diversos tipos de bebidas alcodlicas.

Na producdo de bebidas alcoodlicas a complementacdo nitrogenada do
mosto, com substancias nitrogenadas como sulfato de amdénio, amobnia, uréia,
proteina, pequenos peptideos, bases nitrogenadas ou aminoacidos pode
constituir uma pratica benéfica para a multiplicacdo e o desenvolvimento do
fermento, aumentando os indices de eficiéncia, rendimento e produtividade do

processo. A levedura da fermentacdo alcoodlica, espécie proeima@mnen@® t2a2 a ™



Alguns alcoois superiores sdo produzidos metabolicamente a partir de
certos aminoécidos, sendo influenciados pela composicdo do meio e pelas suas
caracteristicas, tais como concentracdo e tipo de fonte de nitrogénio,
concentracdo e tipo de acucares, pH, temperatura, grau de aeracdo durante a
fermentacao e linhagem da levedura.

Contrastando com o empirismo de séculos atras, atualmente os processos
fermentativos alcodlicos tém diversos métodos instrumentais que permitem um
monitoramento bem eficiente de suas produtividades. Da mesma maneira, varias
linhagens de leveduras podem ser empregadas nos varios segmentos da industria
de bebidas. A escolha do tipo de linhagem pode influenciar significativamente a
eficiéncia e a qualidade do processo fermentativo, bem como a qualidade quimica
e sensorial do produto final. As leveduras séo por si s6, importantes produtoras de
aroma.

O etanol é proveniente do metabolismo principal das leveduras e, em
paralelo, diversos compostos secundarios sao produzidos em proporcdes
menores, mas de importancia preponderante para a composi¢cao e a qualidade
guimica e sensorial das bebidas. Os compostos secundarios podem influenciar
positivamente ou negativamente a qualidade das bebidas. A presenca e a
concentracdo destes compostos sdo responsaveis pelas caracteristicas de
qualidade. As principais classes de compostos secundarios ja identificados em
bebidas sdo: aldeidos, ésteres, alcoois superiores, cetonas, acidos graxos e seus
ésteres, compostos fendlicos, mercaptanas e outros.

Nos ultimos anos a identificacdo e quantificacdo de alguns grupos de
compostos tém sido cada vez mais pesquisadas devido a relacdo dos mesmos
com problemas toxicolégicos ao ser humano. Algumas a¢des cancerigenas sobre
o sistema nervoso central tém sido associadas ao carbamato de etila e a outros
grupos de compostos, como alcoois superiores, aldeidos, acroleina, etc.

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar os efeitos da adicdo de
diferentes fontes de nitrogénio sobre a fermentacéo alcodlica conduzida por duas
linhagens de levedura. Estes efeitos foram avaliados sobre a composicdo do
mosto, sobre a cinética dos processos fermentativos e sobre a formacgéo de
compostos secundarios que interferem na qualidade de cachaca, cerveja e vinho

produzidos experimentalmente em laboratdrio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cachacga: histoérico, caracteristicas, leveduras, fermentacao, legislacao
e processo de producao

A historia da cachaca se confunde com a proépria historia do Brasil. Foi a
primeira bebida destilada na América Latina, descoberta entre os anos 1534 e
1549, durante o processo de producdo do acucar. Ali surgia a aguardente de cana
genuinamente brasileira, denominada cachaca. Hoje, é uma bebida muito
consumida, com cerca de 5 mil marcas, 30 mil produtores no Brasil e volume
anual em torno de 1,4 bilhdes de litros (ABRABE, 2006).

A industrializacdo da cana-de-acUcar no Brasil tem grande importancia
econbmica, estimando-se que cerca de 15 milhdes de pessoas, diretamente ou
indiretamente empregadas, estejam envolvidas nas atividades de producéo de
cachaca, alcool, acucar, melado e rapadura (SEBRAE, 2005).

Legalmente a cachaca é “a denominacao tipica e exclusiva da aguardente
de cana produzida no Brasil, com graduacao alcodlica de trinta e oito a quarenta e
oito por cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida pela destilacdo do mosto
fermentado de cana-de-agUcar com caracteristicas sensoriais peculiares,
podendo ser adicionada de aguUcares até seis gramas por litro, expressos em
sacarose” (BRASIL, 2003). As aguardentes de cana-de-acucar, que abrangem as
cachacas, podem ter graduacéo alcodlica de até 54 ° GL.

No Brasil a cachaca pode ser informalmente dividida em trés segmentos:
as industriais, as artesanais e as informais, sendo que as Ultimas ndo tém
qgualquer tipo de registro.

Denominam-se cachacas industriais aquelas produzidas em larga escala,
utilizando-se de colunas continuas de destilacdo, leveduras prensadas no
processo de fermentacdo e outros processos nao convencionais em um sistema
artesanal, como a queima da cana antes da colheita. As empresas produtoras
concentram-se nos estados de Sao Paulo, Ceara, Pernambuco e Rio de Janeiro,
e respondem pela maior parte da producao nacional, chegando a mais de 70 %
do total produzido.

As cachacas denominadas artesanais ou de alambique sao aquelas

produzidas em pequenas destilarias, onde normalmente se emprega mao-de-obra



familiar. A producdo da cachaca é feita utilizando-se fermento “caipira” ou
selvagem, destilado em dambiques de cobre, com separacdo das fragcdes do
destilado, entre outros procedimentos. Estes procedimentos caracterizam a
cachaca artesanal como de melhor qualidade sensorial do que as industriais. A
producdo chega a 400 milhdes de litros anuais, segundo o Ministério da
Agricultura (OLIVEIRA et al., 2005).

2.1.1. Leveduras na producédo de aguardente de cana-de-acucar

MORAIS et al. (1997) observaram que durante a multiplicagdo do
fermento natural e no decorrer da fermentacéo para a producédo de aguardente
de cana artesanal, a qual varia de 12 horas a 48 horas, ha uma sucessao de
espécies de leveduras, sendo a espécie predominante Saccharomyces
cerevisiae. Candida sake, Kluyveromyces marxianus var. drosophilarum e
outras leveduras também sé&o frequentes. Espécies de leveduras transientes
também foram encontradas em numero variavel, provavelmente proveniente

das adicOes diarias de caldo de cana nas dornas de fermentacéao.

Com o progresso da tecnologia de fermentacdo alcodlica e da taxonomia
de leveduras, foi possivel verificar também que a linhagem predominante € a
gue possui caracteristicas mais propicias de adaptacéo as diferentes condi¢des
de processo, tais como teor de aglUcar no mosto, teor de etanol no vinho,
acidez do vinho, operacédo de clarificacdo do caldo, temperatura do mosto.
Alterando-se as condicbes de processo, provavelmente sera estabelecido um
novo equilibrio entre as linhagens de leveduras, podendo surgir outra linhagem
dominante. Assim, a inoculagdo de uma linhagem selecionada, ou de uma
linhagem dominante isolada de uma determinada destilaria ndo garante sua
permanéncia e/ou melhora a eficiéncia em outras destilarias (BASSO et al.,
1993).

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

20 a 30 dias. Esses mesmo autores verificaram também que o uso da levedura
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selecionada, na maioria das vezes, aumentou a produtividade do alambique e
melhorou a qualidade do produto final, principalmente em relagéo aos teores de

acidez e concentracao de alcoois superiores.

2.1.2. Fermentacdo alcodlica: etanol e compostos secundarios da cachaca

Sdo vérios os fatores que interferem na qualidade das bebidas
alcodlicas, tais como: a matéria-prima, a fermentacdo, o método de conducao
do processo fermentativo, a destilacdo, o envelhecimento, etc. No entanto, as
leveduras e as condi¢des de fermentacdo tém sido apontadas como os fatores
que mais influenciam o aroma das bebidas alcodlicas (SUOMALAINEN e
LEHTONEN, 1979).

Na linha de producdo de aguardente, é na etapa da fermentacéo alcodlica
que sao produzidos os principais componentes quimicos da bebida, pela ag¢édo
direta ou indireta da levedura e de outros microrganismos atuantes nesta fase.
(GUTIERREZ, 1993).

A cachaca é composta principalmente de agua e alcool em proporcdes
variaveis, segundo a sua graduacdo e de componentes secundarios em
quantidades muito menores, que conferem a bebida suas caracteristicas
peculiares de aroma e sabor (CARDOSO, 2001). Os componentes
secundarios, responsaveis pelo aroma ou “bouquet” das bebidas, pertencem as
seguintes classes: aldeidos, alcoois superiores, ésteres, furfural, terpenos,
lactonas, furanos, pirazinas e acidos orgéanicos, dentre outros. (LEHTONEN e
JOUNELA-ERIKSSON, 1983; NYKANEN, 1983).

2.1.3. Aspectos legais referentes a cachaca.

A producdo de cachaca no Brasil estd buscando uma imagem fortemente
vinculada a qualidade da bebida e investindo no desenvolvimento de um mercado
consumidor mais exigente, de modo a diversificar e desvincular-se parcialmente
de sua linha tradicional de bebida popular. Neste sentido, principalmente os
pequenos e meédios produtores jA se estruturaram e conseguiram resultados,

colocando no mercado aguardentes de qualidade, abrindo espago para



consumidores diferenciados e exportacdo do produto. Essa cachaca de qualidade
tem permitido a agregacao de valor do seu pre¢co ao consumidor, remunerando e
permitindo um ciclo de expansdo aos produtores artesanais. Um exemplo
concreto é encontrado na iniciativa de produtores tradicionais de Minas Gerais,
gue se organizaram e fundaram a AMPAQ — Associacdo Mineira de Produtores
de Aguardente de Qualidade, que instituiu um “selo de qualidade” para orientacao
do consumidor e garantia da qualidade.

Apesar da tradicdo e importancia da cachaca, a cadeia produtiva do pais
ndo é tecnologicamente homogénea, havendo uma busca no desenvolvimento de
tecnologias para aprimorar e controlar a qualidade e a padronizacdo da bebida
(MIRANDA, 2005). Estes dois fatores, qualidade e padronizagéo, sao essenciais
pra que a cachaca atinja patamares mais altos de consumo no mercado externo e
interno. Em ambos os mercados se véem aumentar as pressoes para a melhoria
da qualidade.

No mercado externo percebe-se que as exigéncias relativas a
especificacdo de produtos e insumos estdo substituindo gradativamente as
barreiras tarifarias, transformando-se no fator determinante do protecionismo
comercial e do ganho de mercado (SEBRAE, 2005). Desta maneira, os produtos
gue atenderem ou superarem a qualidade exigida terdo maiores chances de
conquistar o mercado, e aqueles que ndo chegarem a esta meta, apenas nao
serdo aceitos, sendo retirados do mercado.

Da mesma maneira que no exterior, as exigéncias de qualidade se tornam
mais intensas também no mercado interno. Os produtores buscam melhores
equipamentos e servicos, enquanto os consumidores buscam por produtos que
traduzam sua expectativa de satisfacdo, qualidade e status, determinando sua
escolha.

Reiterando, a cachaca € um produto de importancia econémica crescente,
cuja grande aceitacdo no mercado nacional e internacional impde uma melhoria
na qualidade dos produtos, e assim o estabelecimento de um controle quimico e
sensorial bem superior ao existente.

Em nivel nacional, a cachaca deve seguir os padrbes de qualidade
estabelecida pela Instrucdo Normativa n°13, de 30 de junho de 2005. Esta
Instrugcdo Normativa aprova o Regulamento Técnico para fixacdo dos padrbes de

identidade e qualidade para aguardente de cana e para cachaca. Este documento
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define e diferencia os termos cachaca e aguardente, além de estabelecer os
limites de cada composto significante na bebida (BRASIL, 2005). Os limites da

legislacdo estdo representados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Limites dos Compostos Secundarios na cachaca, em mg/100 mL
de alcool anidro.

Composto Limite M&ximo
Acidez Volatil, expressa em acido acético 150
Esteres totais, expressos em acetato de etila 200
Aldeidos totais, expressos em acetaldeido 30
Somas dos alcoois superiores: isoamilico, 360

isobutilico e 1-propanol

Soma de furfural e hidroximetilfurfural 5

Metanol 20

Fonte: BRASIL, 2005.

Tabela 2 — Limites dos Contaminantes organicos na cachaga, em mg/100 mL
de alcool anidro.

Composto Limite M&ximo
Alcool metilico (metanol) 20
Carbamato de etila 0,15
Acroleina 5
Alcool séc-butilico (2-butanol) 10
Alcool n-butilico (1-butanol) 3

Fonte: BRASIL, 2005.




2.1.4. Processo de producéo da cachaca
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2.2. Cerveja: caracteristicas gerais, leveduras etanologénicas, fermentacéao
da cervejae processo de producéo

2.2.1. Caracteristicas gerais da cerveja

A cerveja é uma bebida ndo destilada, obtida pela fermentagéo alcodlica de
mosto de cereal maltado, geralmente malte de cevada. O uso de outra matéria-
prima amilacea é facultativo, e em geral o teor alcodlico € baixo, de 3 % a 8 %. A
primeira fase do processo de producédo de cerveja ocorre na chamada sala de
fabricacdo, onde as matérias-primas (malte e adjuntos) sdo misturadas e
dissolvidas visando a obtencdo de uma mistura liquida acucarada chamada
mosto, 0 qual é a base para a futura cerveja. Os processos envolvidos sédo: a
moagem do malte, a mistura com 4gua, o aguecimento para facilitar a dissolucéo,
a transformacdo do amido em acuUcar pelas enzimas do malte, a filtracdo para
separar as cascas do malte e dos adjuntos, adicdo do lupulo, fervura do mosto
para dissolucéo do lupulo e esterilizacéo, resfriamento e por ultimo a aeracao do
mosto. ApoOs o resfriamento e aera¢do, 0 mosto recebe fermento, dando inicio a
fase de fermentacdo. Nesta fase, o fermento transforma o aglcar do mosto em
alcool e gas carbbnico, obtendo assim a energia necessaria a sua sobrevivéncia

(AQUARONE, et al., 2001).

2.2.2. Leveduras etanologénicas na producéo da cerveja

O fermento utilizado na fermentacdo alcoolica da cerveja é uma
Saccharomyces ssp que pertence a familia Saccharomycetaceae e se distingue
das restantes por suas caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas (AQUARONE,
2001; EHRHARTD & SASSEN, 1995).

As leveduras de baixa fermentacdo sdo espécies de Saccharomyces
uvarum ou também Saccharomyces calsbergensis, que produzem a cerveja
americana e a alema Pilsener do tipo lager. Essas cervejas séo processadas pela
fermentacdo profunda (baixa), na qual as leveduras se depositam, ap0s a
fermentacdo tumultuosa, no fundo do tanque. Os agentes bioldgicos de baixa

fermentacdo sdo considerados como de alta atividade fermentativa e de menor



capacidade respiratoria que as leveduras de alta fermentacdo Saccharomyces
cerevisae). A levedura de baixa fermentacdo desenvolve-se em temperatura de 5
°Ca 15 °C (REINOLD, 1997).

Saccharomyces cerevisae é considerada levedura de alta fermentacao,
pois emerge para superficie apds a fermentacdo tumultuosa (ou principal). Essas
espécies de leveduras produzem as cervejas inglesas Porter ou Stout do tipo ale,
gue geralmente sdo produzidas por fermentacdo superficial (alta). Esse
microrganismo se desenvolve em temperaturas de 12°C a 21°C (EHRTHARTD &
SASSEN, 1995; REINOLD, 1997). Embora esta diferenciacdo seja empregada no
setor de cervejarias, outras classificacdes sao utilizadas para agrupar diferentes
espécies e linhagens de Saccharomyces (ANDRIETA et al., 1999; VAUGHAN-
MARTINI et al.,1993).

2.2.3. Fermentacédo da cerveja

A fermentacdo é certamente a fase mais importante para o paladar da
cerveja, visto que paralelamente a transformacdo de acucar em alcool e gas
carboOnico, o fermento produz outras substancias em menores proporcoes, mas
gue sao as responsaveis pelo aroma e o sabor do produto. Apos a fermentacao
ocorre a etapa de maturagdo e ao término desta fase a cerveja esta praticamente
concluida, com aroma e sabor finais definidos. A cerveja passa por uma etapa
chamada de filtracdo, que visa a eliminacdo de particulas suspensas. A mesma
passa por filtros especiais que retém células de leveduras em suspensao, resinas
do ltupulo e coldides, que constituem a maior parte das substancias suspensas.
Em seguida, passa por filtros de celulose que retém as particulas mais finas,
assegurando o brilho e a perfeita transparéncia da cerveja. Essa etapa do
processo nao altera a composicao e o sabor da cerveja, mas é fundamental para
garantir sua apresentacao, conferindo-lhe um aspecto cristalino. Depois de filtrada
a cerveja esta pronta para ser envasada, € a fase final do processo de producéo,
porém esta fica armazenada em adegas de pressfes que garantem a pressao
dentro do tanque, evitando assim a incorporacdo de oxigénio pela bebida que

pode ser prejudicial para o paladar da cerveja (POTTER, et al.,1999).
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Em seguida, a bebida é acondicionada em garrafas, latas ou barris, sendo
comum as cervejarias submeter a cerveja ao processo de pasteurizacéo,
principalmente quando as embalagens garrafa e lata sao utilizadas. Ja no barril, a
bebida normalmente ndo é pasteurizada e por isso recebe o nome de chopp. A
pasteurizacdo nada mais € que um processo térmico, no qual a cerveja €
submetida a um aquecimento a 60 °C por um determinado tempo e posterior
resfriamento, visando conferir maior estabilidade ao produto, assegurando assim,
vida util ao produto seis meses apds a fabricacdo do mesmo. Os controles
rigorosos durante todas essas etapas do processo visam a garantia do produto
final. Por isso, faz-se necesséario estudar as etapas criticas de cada fase do
processo a fim de que esses pontos criticos ndo venham a impactar na qualidade

do produto final.

2.2.4. Processo de producéo de cerveja

O processo basico de fabricacdo consiste em diversas etapas e qualquer
variacdo nesses ingredientes e/ou processos gera diferentes tipos de cerveja. O
fluxograma genérico de producdo de cerveja, empregado neste trabalho, é

apresentado no fluxograma a seguir.
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11



2.3. Vinho — caracteristicas, principais volateis e processo de producéo

2.3.1. Caracteristicas gerais do vinho

O vinho é definido como a bebida fermentada que provém exclusivamente
de mosto de uvas frescas, transformado inicialmente pela acdo de leveduras e
posteriormente por bactérias malolacticas, em um processo simbiético. E uma
bebida de grande complexidade quimica devido a natureza das moléculas
presentes e de suas reatividades. Como todo alimento ou bebida fermentada, as
etapas de fermentacdo sado criticas para a obtencdo de um produto de ala
gualidade. Esta qualidade pode ser expressa por parametros quimicos, fisicos,
microbiolOgicos e sensoriais.

Com relacdo aos processos fermentativos envolvidos na producdo do
vinho, as suas eficiéncias podem ser estimadas pela produtividade, referenciada
pelo consumo de substratos, formacdo de produtos e/ou balanceamento de
compostos secundarios. Estes compostos tém caracteristicas especificas de
volatilidade e estabilidade, posicionando-se de maneira diferenciada em relacéo a
participagdo no sabor e na conservacgéo da bebida.

A adicao de leveduras e bactérias selecionadas na etapa de fermentacéo é
uma tendéncia universal em biotecnologia, proporcionando processos mais
produtivos, controlaveis e mais seguros em termos de qualidade. Algumas vias
metabdlicas indesejaveis dos microrganismos podem ser inibidas ou mesmo

suprimidas por manipulagdes de processo. (MANFROI, 2002).

2.3.2. Principais volateis encontrados em vinho

O aroma de vinhos foi objeto de numerosos estudos, mesmo assim
diversos questionamentos permanecem até os dias atuais sobre o papel de certos
compostos volateis com funcdo aromatica no vinho. Isto é particularmente
verdade no caso de vinhos de aroma complexo e principalmente nesses de mais
alto grau de qualidade e complexidade. Com esta dificuldade, novos métodos de

analise estéo surgindo de forma a correlacionar a analise quimica (instrumental) e
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a andlise sensorial. Um exemplo é a cromatografia gasosa com olfatometria (GC-
0). (FERREIRA et al., 2001).

Alguns processos e caracteristicas das matérias-primas tém sido bastante
investigados ro campo da enologia para otimizar as caracteristicas sensoriais
(aroma e sabor) e a qualidade intrinseca do vinho. E de grande importancia a
variedade da uva, o fermento utilizado, o uso de enzimas selecionadas, a
maceracao das uvas em condi¢des controladas de atmosfera e temperatura. Para
a obtencao de um vinho de boa qualidade é de grande importancia a identificacédo
e a gquantificacdo de seus compostos secundarios, dentre eles os polifendis,
terpenos, compostos sulfurados volateis, antocianinas, taninos, alcoois
superiores, acetaldeido, acetato de etila e outros. (FLAMINI, 2003).

Diversos compostos volateis tém sido encontrados no vinho e sdo os
principais responsaveis pelo seu aroma e sabor. E de grande importancia o
estudo destes volateis, o seu limiar de percepcdo sensorial, o “threshold”.
Diversos estudos tém procurado a identificagdo e a quantificacdo destes volateis
pelo método de cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama (FID)

e com espectrometria de massa. (BOIDO, et al., 2003).

2.3.3. Processo de producao do vinho
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2.4. Suplementacéo de Nitrogénio e metabolismo de Saccharomyces

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

Em todos os processos industriais em que a levedura Saccharomyces
cerevisiae participa os meios de cultura devem conter necessariamente uma fonte
de nitrogénio, além de uma fonte de carbono, sais minerais e vitaminas
(COOPER, 1994). O metabolismo do carbono € amplamente entendido e
pesquisado. Ja o metabolismo de nitrogénio necessita de mais estudos e
pesquisas. O nitrogénio é um elemento essencial aos organismos vivos, sendo
que as células de kvedura podem utilizar uma ampla variedade de compostos
nitrogenados, tais como: amonio, aminoacidos e peptideos. Nem todas as fontes
de nitrogénio propiciam crescimento igualmente eficiente. Foi observado que
amonia, glutamato, glutamina e asparagina sao preferencialmente utilizadas por
leveduras e induzem altas taxas de crescimento. Quando estas fontes primarias
estdo ausentes ou presentes em baixas concentracbes, fontes nitrogenadas
alternativas, como outros aminoacidos e peptideos podem ser utilizadas
(TERSCHURE et. al., 2000).

A cinética da fermentacdo e a producdo de aromas e metabdlitos
secundérios podem ser em parte, dependentes da qualidade e quantidade de
nitrogénio do mosto (HENSCHKE & JIRANEK, 1994).

2.5. Principais compostos volateis encontrados nas bebidas alcodlicas

Os compostos volateis presentes nas bebidas alcodlicas sdo os compostos
secundarios formados na fermentacdo alcodlica do mosto ou durante alguma
etapa do processo de fabricacdo. A natureza e proporcao desses compostos sao
determinadas em diferentes niveis, pelas caracteristicas da matéria-prima, da
fermentacdo, da destilacdo e do envelhecimento. Os principais compostos
secundarios formados durante a fermentacdo alcodlica pertencem as classes
funcionais dos acidos, ésteres, aldeidos e alcoois, e em propor¢cfes menores

formam-se também cetonas, compostos fendlicos aminas e mercaptanas
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As bebidas alcodlicas sdo formadas basicamente por uma solucdo de
etanol em 4gua. Estes sdo os dois compostos majoritarios. O que diferencia os
produtos séo as pequenas concentracfes dos compostos secundarios, sendo que
os alcoois superiores, principalmente o isoamilico, isobutilico e o 1-propanol e os
esteres, principalmente o acetato de etila, contribuem mais significativamente
para o aroma e sabor (MIRANDA, 2005).

2.5.1. Acetaldeido

O acetaldeido (figura 1) € um aldeido presente naturalmente em diversas
fontes como nas folhas de tabaco, no aroma de frutas como: péra, maca,
morango, abacaxi; no 6leo essencial de magnolia, alecrim, balsamo, céanfora,
mostarda. Em bebidas é formado durante o processo fermentativo (BURDOCK,
2002). O acetaldeido provém da descarboxilacdo do piruvato (MAMEDE, 2004).
Sua formacao durante a fermentacéo alcodlica depende da linhagem da levedura,
do pH, de substancias nitrogenadas, da temperatura de fermentacédo e,
principalmente, da quantidade de didéxido de enxofre (SO,) adicionado ao mosto
(FICAGNA, 2005). No caso da producdo de cachaca ndo é pratica comum a

adicao de dioxido de enxofre ao meio.

H
7

Figura 1 —acetaldeido

2.5.2. Acetato de etila

Os ésteres, em geral, sdo formados durante a fermentacdo alcoolica
(esterificagd@o bioldgica) gracas as leveduras e bactérias, e mais lentamente no
curso de envelhecimento do vinho através de esterificacdo quimica.

O acetato de etila (figura 2) € o éster formado pelas leveduras em maior
guantidade durante as fermentagfes alcodlicas. O acetato de etila corresponde a
cerca de 80 % do conteudo total de ésteres na aguardente de cana, em pequenas

concentracbes confere aroma agradavel de frutas, enquanto que em elevadas
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concentracOes este éster participa de forma negativa na qualidade do mesmo,

sendo que é um componente caracteristico da “cabeca” do destilado. (FIGANA,

2005).

8]

AN

acetato de etila

Figura 2 - acetato de etila

2.5.3. Alcoois Superiores

Durante a fermentacao alcoolica, as leveduras produzem, além do etanol,
outros alcoois com mais de dois carbonos em sua cadeia, os chamados alcoois
superiores (figuras 3, 4 e 5). Estes alcoois de interesse na cachaca, no vinho e na
cerveja e que devem ser quantificados sdo os alcoois: isoamilico (alcoois 2-metil-
1-butanol e 3-metil-1-butanol), isobutilico (2-metil-1-propanol) e do npropilico (1-
propanol). O limite maximo da soma das concentracfes destes alcoois é de 360

mg/100 mL de alcool anidro (BRASIL, 2005).

OH

2-metil-1-butanol

2-metil-1-propanocl
HO prop

3-metil-1-butanol

Figura 3 —alcool isoamilico Figura 4 — alcool isobutilico.
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1-propanol

Figura5 — 1-propanol.

A producéo destes alcoois durant5 T ermentacéo alcoolica é influenciada
principalmente pelas condicdes do meio, entre elas, Tconcentracdo de acucares,
o pH, oTconteddo 5 T onte de nitrogénio disponivel, Ttemperatura de

ermentacdo, Taeracdo 5 Tlinhagem de levedura. (FIGANA, 2005). Eles sao

formados Tpartir do desvio do metabolismo dos minoacidos pelas leveduras,
ocasido 5m que cetoacido envolvido é descarboxilado Taldeido, com posterior
reducdo a alcool superior. Com o aumento do numero de carbonos, oTaroma
modifica-se substancialmente e os alcoois tornam-se oleosos;Talguns deles
lembramT ortemente aroma de flores (CARDOSOetTal. 2001).

Glicose
Butanol
T
a%l im Iscbutanol
a-cetol E < Piruvalo Isobutiraldeido
Dihidroximetilvalerato a b r—:> Duhndryivﬂeram
Iscleucina <:=|ﬂ ﬂ’ ﬂ
Alcool amilico Diacetil a i <_> Valina
%M n—boprol}mam -
2. 3-butanodiol B-isopropilmalato

Figura 6 — Formacéao dos alcoois superiores em bebidas alcodlicas.
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2.5.4. Acido Acético

A acidez volatil na cachaca é expressa em concentracdo de acido acético
(figura 7), que é o &cido volatil predominante. Usualmente uma grande
concentracdo de acido acético € consequéncia de ma condicdo do mosto
fermentado, tendo havido contaminacdo por bactérias acéticas que utilizam o
etanol em seu metabolismo produzindo o acido. Também a conducdo da
destilacdo pode acarretar cachaga com acidez elevada e o reflexo natural é de um
produto final de baixa qualidade (MIRANDA, 2005).

A legislacdo vigente no pais hoje imp&e um limite maximo de 150
miligramas de acido acético por 100 mililitros de alcool anidro (BRASIL, 2005).
Este limite é alto e gera discussdes entre os técnicos envolvidos na area.
Entretanto, na legislacdo esses teores sdo mantidos elevados ndo visando
salvaguardar a cachaca recém destilada de ma qualidade, mas certamente a
envelhecida cujo teor aumenta com o tempo de envelhecimento em funcdo da
oxidacao de etanol com formacao de acido acético e acetaldeido. Desse modo,
uma cachacga de baixa acidez inicial pode revelar seu grau de maturacao pelo
aumento da acidez volatil que, todavia, ndo desqualifica o produto no aspecto
sensorial pelo conjunto agradavel que forma com outros componentes

(MIRANDA, 2005).

HO

Figura 7 — acido acético
2.6. Contaminantes Organicos

2.6.1. Metanol

O metanol (figura 8) é um alcool considerado como um contaminante nas
bebidas alcodlicas, com isso, sua presenca € indesejavel. Tolera-se um limite de
no maximo 20 mg/100 mL de &lcool anidro na cachaca, pela legislacado brasileira
em vigor (BRASIL, 2005).

18



O metanol ndo € proveniente da atividade do metabolismo de
Saccharomyces cerevisiae, mas pela atividade de enzimas pécticas. A
pectinesterase catalisa a desesterificacdo do metil éster do polimero do acido
poligalacturdnico para formar acido péctico, metanol e ions hidrogénio

No organismo, o metanol é oxidado a acido formico e posteriormente a
CO,, provocando uma acidose grave (diminuicdo do pH sanglineo), afetando o
sistema respiratorio, podendo levar ao coma e até mesmo a morte. A ingestdo de
metanol, mesmo em quantidades reduzidas, em longos periodos de consumo,

pode provocar cegueira e até mesmo a morte. (FICAGNA, 2005).

CH —OH

Figura 8 — metanol

2.6.2. Carbamato de etila

O Carbamato de etila ou uretana, com férmula molecular HoNCOOC;Hs, é
um composto potencialmente carcinogénico (SCHLATTER, 1995). Ele é formado
naturalmente em alimentos e bebidas tais como: péo, iogurte, vinho, cerveja,
saqué e principalmente em bebidas fermento-destiladas tais como: uisque, rum,
vodka, grapa, cachaca e tiquira (BOSCOLO, 2002). Sendo o Brasil um dos
maiores produtores de destilados alcodlicos do mundo, é muito importante o
conhecimento dos niveis de ocorréncia de uma substancia potencialmente
carcinogénica como o carbamato de etila em tais produtos, pois além dos
aspectos ligados a saude publica, a sua presenca em concentracfes superiores a
150 pg/L constitui também uma barreira para exportacdes para a Europa e
Ameérica do Norte (LAWRENCE, 1990).

Existem vérias vias possiveis para a formacdo de carbamato de etila nas
bebidas destiladas, geralmente envolvendo a reag&o entre o etanol e precursores
nitrogenados, tais como: uréia, fosfato de carbamila e cianeto. Este ultimo é
considerado um precursor de carbamato de etila durante e ap0s o processo de
destilacdo (COOK, et al., 1990).
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O Canada, em 1985, através do “Health and Welfare Department” estabeleceu
0S seguintes teores maximos de carbamato de etila para bebidas alcodlicas:
vinhos 30 ug/L; vinhos fortificados 100 pg/L; bebidas destiladas 150 pg/L;
destilados de frutas e licores 400 pg/L. A comparagao entre os teores de
carbamato de etila em bebidas alcoolicas brasileiras com os limites estabelecidos
pelo Canada é inevitavel, em funcdo de este ser, até o momento, o Unico pais a
possuir legislacdo especifica sobre o assunto, sendo um referencial para os EUA
e para a Comunidade Européia. Muitas metodologias analiticas vém sendo
propostas para a determinagdo de carbamato de etila em alimentos, todas
empregando a cromatografia a gas com diferentes dispositivos de deteccéo
(DENNIS, et al., 1986).

A pesquisa sobre a formacéo de carbamato de etila em alimentos comecou
em 1970, com a investigag&o sobre a formagéo deste composto a partir da reacao
de amonia com pirocarbonato de dietila (eq.1), aditivo usado na fabricacdo de
vinho, com a finalidade de controlar a atividade microbioldgica (ARESTA et al.,
2001). Esta reacao depende da concentracao do ion aménia e ocorre na faixa de
pH entre 4 e 9 e em condi¢des mais acidas onde existe o equilibrio NH;"/NHs.

(EtOCO)2+ NH3 ® EtOCONH; + CO; + EtOH (1)
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carbamato de etila, o qual é considerado carcinogénico. Mesmo quando nao
adicionada, a uréia pode ser produzida durante o processo fermentativo, devido
ao metabolismo das leveduras. Os aminoacidos sdo também possiveis
precursores de carbamato de etila, como, por exemplo, a arginina, cuja
degradacédo pelas leveduras produz ornitina e uréia. Portanto a presenca de
aminoacidos também é indesejavel no produto final (POLASTRO et al., 2001). Em
vinhos, pesquisadores indicam os fatores que mais influenciam na formagéo do
carbamato de etila, os principais séo o tempo, a luz, a temperatura e o pH (FIELD
& LANG 1988; TEGMO-LARSSON &SPITTLER, 1990).

TEGMO-LARSSON & SPITTLER (1990) pesquisaram o efeito do
armazenamento em varias temperaturas e diferentes condi¢cdes de exposicdo a
luz na formacdo de carbamato de etila, em uma série de vinhos tintos e brancos
de mesa e fortificados. Durante (3, 6 e 12) meses de estocagem, foram utilizadas
temperaturas de (22, 32 e 43) °C na auséncia de luz, a 22 °C em luz fluorescente,
e em condi¢des naturais de luz e temperatura, simulando o ponto de venda deste
produtos. Os resultados mostraram que a temperatura de 43 °C, a concentracao
de carbamato de etila pode exceder niveis aceitaveis, mas a 22 °C, ou seja, em
condicOes apropriadas de estocagem, estas concentracées nao sao alcancadas.
A luz ndo teve influéncia significativa na formacao do carbamato de etila.

Alguns trabalhos tém sido publicados sobre a reducdo do carbamato de etila
formado durante o processo de producdo do vinho, relatando -cuidados
especificos com fertilizantes, nas cultivares e na fermentacdo (BUTZKE &
BISSON, 2003; MORRIS et al., 2003; ZIETMAN et al., 2003).

Alguns fatores que influenciam na formacdo do carbamato de etila em
bebidas alcodlicas ndo sao controlaveis, contudo, outros podem ser manipulados,
como, por exemplo, eliminar a pratica de se adicionar uréia para estimular a
fermentacdo, o que hoje ja ndo ocorre mais (NAGATO et al., 2003). Pesquisas
com vinho e aguardentes de frutas fermentadas indicam que € possivel reduzir o
nivel de carbamato de etila, reduzindo o nivel dos agentes precursores,
selecionando a forca do fermento, controlando a condicdo de fermentacdo e
ajustando o pH da massa fermentativa com sulfato de cobre (NOUT, 1994;
BUTKE & BISSON, 2003).
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Modificacdo genética em leveduras do vinho tem sido estudada com objetivo
de eliminar a producéo de uréia e, consequentemente, a producao do carbamato
etila (VARNAN & SUTHERLAND, 1997).

A formacéo de carbamato de etila em destilados pode ocorrer antes, durante
e depois do processo de destilagcdo. A formacéo antes da destilacdo deve ocorrer
pelas mesmas vias que ocorrem em vinhos, mas sua contribuicdo para o produto
final ndo é consideravel, uma vez que o carbamato de etila tem um ponto de
ebulicdo de 183°C e o processo de destilacdo remove quase por completo este
composto (BOSCOLO, 2002).

Devido aos altos teores de carbamato de etila encontrados em aguardentes
de frutas como ameixa, cereja e damasco, da ordem de (500 a 4400) ug/L, muitos
experimentos foram conduzidos em bebidas destiladas para se conhecer o
mecanismo de formacao e a origem dos precursores desta reacao, e para reduzir
0 contetudo de carbamato de etila em bebidas destiladas. Estudos foram feitos
durante o processo de fabricagdo, comparando a destilacdo feita em destilador de
cobre e de vidro. Foram determinadas as concentracées de carbamato de etila,
cobre e etanol. A formacdo de carbamato de etila somente ocorreu com
destilacdo em presenca de cobre, sendo que esta concentracao foi dependente
do tempo: quanto maior o tempo de armazenamento, maior a formacédo de
carbamato de etila. Numa segunda destilacéo, varias fracdes foram coletadas em
diferentes concentracdes de etanol, e o carbamato de etila formado, somente (1 a
2) % deste total é que destila junto com a fracdo mais concentrada em &lcool. O

s

restante é distribuido entre o residuo e outras fracdes. Estes resultados
permitiram concluir que o mecanismo de formacdo do carbamato de etila &
dependente do contato do cobre com alguns compostos protéicos presentes no
mosto, durante a destilacao (RIFFKIN et al., 1989).

A formagdo do carbamato de etila em uisque obtido de varios cereais foi
estudada por AYLOTT et al. (1990) apos a destilacdo e a maturacdo por um ano
em barris de carvalho. Eles analisaram possiveis precursores que favorecem a
formacao do carbamato de etila, como cianetos, cianatos, cianidrina e complexos
cobre-cianeto, verificam que existe a necessidade da presenca de tracos destes
compostos. Exposicdo a luz artificial fluorescente em laboratério, de amostras de
destilados engarrafadas em vidros de cor clara por 72 horas a 43 °C,

apresentaram niveis crescentes de carbamato de etila sendo esta formacédo a
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completada apos 3 dias. Durante o estudo, niveis de carbamato de etila,
aumentaram rapidamente nas 3 primeiras semanas de maturacdo e esses
variaram de (45 a 65) pg/L, enquanto a analise de compostos contendo cianeto
decresceram e nenhuma amostra foi detectada a presenca de &cido cianidrico
(limite de deteccédo 5 pg/L), e complexo cobre-cianeto no uisque maturado ou
produto final acabado. Concluindo que a concentracao final do carbamato de etila
no produto destilado é dependente apenas da concentracdo inicial, medida apds a
destilacdo, mais a que é formada na presenca destes precursores.

Existem relatos também da influéncia de maltagem da cevada na formacao
do carbamato de etila. Diversos compostos presentes naturalmente no malte
foram analisados, pois estes podem ser transferidos para o mosto e durante a
fermentacdo originar cianeto e este passar para o destilado. Descreveram
também o isolamento e a identificacdo de um glicosideo cianogénico, que é
considerado o maior responsavel pelo teor de carbamato de etila que ocorre no
destilado. Fatores que influenciam a formacao deste precursor sdo descritos e
variedades diferentes de cevada foram escolhidas no sentido de se reduzir ainda
mais 0s niveis de carbamato de etila no uisque (NAGATO, 1995).

Os fatores que influenciaram a formagcdo do carbamato de etila em
destilados sao pH, luz, teor de etanol, temperatura e concentracéo de ions Cu (Il)
na bebida. Muitos fatores ainda merecem atencéo na elucidacéo dos mecanismos
gue resultam na formacdo de carbamato de etila a partir de precursores
nitrogenados em destilados. BOSCOLO (2002) estudou a interferéncia do O, e
CO.dissolvidos na bebida na formacdo do carbamato de etila e investigou o papel
do ion Cu (ll) como catalisador para a conversao do cianeto a carbamato de etila,
independentemente do precursor nitrogenado. Observaram correlacdo positiva
para ion cianeto e a presenca do carbamato de etila em cachacas. Também foi
comprovado que a formacéo de carbamato de etila aumenta com a temperatura.

A azodicarbnamida, um aditivo usado na producédo de péo e cerveja, também
€ um agente formador de carbamato de etila (eq. 2). Felizmente, a quantidade de
carbamato de etila nestes produtos raramente atinge concentracdes superiores a
10 pg/L (DENNIS et al., 1997).

H,NCON=NCONH, + EtOH >  EtOCONH, ()
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Fosfato de carbamila produzido pela levedura Saccharomyces cerevisiae
pode reagir com etanol e produzir carbamato de etila no mosto (eq.3). O fosfato
de carbamila em sistemas biologicos é gerado a partir da sintese de arginina,
catalisada pela carbamil sintase envolvendo ATP, CO, E NH3 (BOSCOLO, 2002).

O,P(O)OC(O)NH,  + EtOH - EtOCONH, + HPOs2 (3)

Em molho de soja, MATSUDO et al. (1993) concluiram que o acumulo de
citrulina no molho cru é o responséavel pela ocorréncia de carbamato de etila. O
estudo foi feito analisando uréia, etanol, acido latico e os aminoacidos citrulina,
ornitina e arginina no molho antes da pasteurizagdo. A concentracdo de
carbamato de etila teve um aumento diretamente proporcional ao tempo de

aguecimento a 80 °C, durante a pasteurizagao.

2.6.3. 1-butanol e 2- butanol

A formagcdo de 1-butanol (figura 10) nas bebidas alcodlicas esta
diretamente relacionada com a linhagem da levedura, os nutrientes presentes no
meio, a temperatura, o pH e a presenca de compostos nitrogenados e certos
aminoacidos. O 1-butanol (figura 10) ou alcool n-butilico ndo é permitido na
cachaca em quantidade superior a 3 mg/100 ml de alcool anidro. O 2-butanol
(figura 11) ou &cool sec-butilico ndo é permitido em quantidade superior a 10
mg/100 ml de alcool anidro. Estes sdo considerados como contaminantes
organicos nos padrdes de qualidade estabelecidos pela Instrucdo Normativa n°13,
de 30 de junho de 2005. (BRASIL, 2005).

OH
1- Butanol 2- Butanol
Figura 10 — 1- butanol Figura 11 — 2- butanol
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cinética de fermentacdo e composicdo dos mostos de cachaca, cerveja
evinho

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Fermentacbes e
Producdo de Bebidas do Departamento de Tecnologia de Alimentos da

Universidade Federal de Vigosa.
3.1.1. Mosto de cachaca

Para o preparo do inoculo foram utilizadas duas linhagens de levedura,
obtidas na forma liofilizada da empresa Agromalte Ltda. A primeira linhagem
utilizada foi a Saflager W-34/70 (baixa fermentacao). Esta foi pesada em balanca
eletrbnica (2,4 gramas), de acordo com a recomendacdo do fabricante e foi
posteriormente suspensa em 100 mL de mosto a 28 °C. A suspenséao resultante
foi dividida em duas partes de 50 mL e cada parte foi utilizada como in6culo em
diferentes balbes de vidro com 3000 mL de volume de mosto. Foi feito o mesmo
procedimento de preparacdo do indculo com a levedura Safbrew S-33 (alta
fermentacao), que foi pesada de acordo com a recomendacédo do fabricante (1,5
gramas) e posteriormente suspensa em 100 mL de mosto a 28 °C; esta
suspensao foi dividida em duas partes e foi utilizada como in6culo em diferentes

balbes de vidro com 3000 mL de volume de mosto.

No preparo do mosto foi utilizado caldo de cana-de-agucar, recém cortada,
submetida a moagem, filtrado e diluido com &gua destilada até um teor de sélidos
soluveis de 14 °Brix. Foi adicionado o fosfato dibasico de potassio, na
concentracao de 0,1 g/L e o sulfato de magnésio heptahidratado, na concentracéo
de 0,2 g/L como fontes de potassio e magnésio, respectivamente, sendo estas

fontes usadas para enriquecimento mineral do meio.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial (2x3x3) em um
delineamento experimental inteiramente casualizado. Foram utilizadas duas
linhagens de levedura, Saflager W34/70 (baixa fermentagcdo) e Safbrew S-33

(alta fermentacao). Foram utilizadas trés fontes de nitrogénio, sulfato de amonio,
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peptona de caseina e um pool de aminoacidos, em trés diferentes concentracdes,
0 (sem adicao), 5 g/L e 25 g/L.

No primeiro tratamento foi mantido apenas o caldo de cana-de-acucar sem
adicdo de nitrogénio. No segundo tratamento foi adicionado 5 g/L de sulfato de
amonio de alto grau de pureza da Merck, no caldo de cana-de-agucar. No terceiro
tratamento foi adicionado 25 g/L de sulfato de amoénio de alto grau de pureza da
Merck, no caldo de cana-de-acUcar. Foi repetido este procedimento para as
outras fontes de nitrogénio, a peptona de caseina e um pool de aminoacidos, nas

mesmas concentracdes utilizadas do sulfato de aménio.

O pool de aminoacidos foi composto pelos seguintes aminoacidos:
arginina, treonina, serina, aspartato e isoleucina, estes podem ser considerados

uma das melhores fontes de nitrogénio para as leveduras (DUTRA et al.,1999).

As fermentacbes foram conduzidas a temperatura ajustada de 28 °C em
balées de vidro com um volume de 3000 mL de mosto. Coletou-se 100 mL das
amostras dos mostos fermentados de cachaca em um béquer, antes do inicio da
fermentagdo, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas apds a
inoculacao da levedura. Foram realizadas as seguintes analises: teor de sélidos
solaveis (°Brix), pH, teor alcodlico e acidez total.

Apds a obtencdo do caldo de cana-de-acucar fermentado (vinho), foi
realizado o processo de destilagdo em um alambique de cobre. Os produtos da
destilacdo foram divididos em fracdes: 10% destilado de cabeca, 80% destilado

de coracao e 10% destilado de cauda.

3.1.2. Mosto de cerveja

Para o preparo do in6culo foram utilizadas duas linhagens de levedura,
obtidas na forma liofilizada da empresa Agromalte Ltda. A primeira linhagem
utilizada foi a Saflager W-34/70 (baixa fermentacéo). Esta foi pesada em balanca
eletrbnica (2,4 gramas), de acordo com a recomendacdo do fabricante e foi
posteriormente suspensa em 100 mL de mosto a 28 °C. A suspenséo resultante
foi dividida em duas partes de 50 mL e cada parte foi utilizada como in6culo em
diferentes balbes de vidro com 3000 mL de volume de mosto. Foi feito o mesmo

procedimento de preparacdo do in6culo com a levedura Safbrew S-33 (alta
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fermentacao), que foi pesada de acordo com a recomendacéo do fabricante (1,5
gramas e posteriormente suspensa em 100 mL de mosto a 28 °C, esta suspenséo
foi dividida em duas partes e foi utilizada como in6culo em diferentes baldes de

vidro com 3000 mL de volume de mosto.

No preparo do mosto foi utilizado um extrato de malte concentrado tipo
Bavaria Pilsen da empresa Agromalte Ltda. Este extrato foi diluido com agua
destilada até um teor de sdlidos soluveis de 14 °Brix e filtrado. No mosto foi
adicionado o fosfato dibasico de potassio, na concentracédo de 0,1 g/L e o sulfato
de magnésio heptahidratado, na concentracéo de 0,2 g/L como fontes de potassio
e magnésio, respectivamente, sendo estas fontes usadas para enriquecimento

mineral do meio.
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ApoOs a obtencédo de mosto de cerveja fermentado foi realizado o processo
de destilacdo rapida, em um aparelho denominado Gibertini, este procedimento

foi usado para o preparo analitico das amostras para as analises cromatograficas.

3.1.3. Mosto devinho

Para o preparo do in6culo foram utilizadas duas linhagens de levedura,
obtidas na forma liofilizada da empresa Agromalte Ltda. A primeira linhagem
utilizada foi a Saflager W-34/70 (baixa fermentacao). Esta foi pesada em balanca
eletrbnica (2,4 gramas), de acordo com a recomendacdo do fabricante e foi
posteriormente suspensa em 100 mL de mosto a 28 °C. A suspenséo resultante
foi dividida em duas partes de 50 mL e cada parte foi utilizada como in6culo em
diferentes balbes de vidro com 3000 mL de volume de mosto. Foi feito o mesmo
procedimento de preparacdo do in6culo com a levedura Safbrew S-33 (alta
fermentacéo), que foi pesada de acordo com a recomendac¢ao do fabricante (1,5
gramas) e posteriormente suspensa em 100 mL de mosto a 28 °C, esta
suspensao foi dividida em duas partes e foi utilizada como in6culo em diferentes

baldes de vidro com 3000 mL de volume de mosto.

No preparo do mosto foi utilizado um suco de uva concentrado. Este suco
foi diluido com agua destilada até um teor de sélidos soluveis de 14 °Brix e
filtrado. No mosto foi adicionado o fosfato dibasico de potassio, na concentracao
de 0,1 g/L e o sulfato de magnésio heptahidratado, na concentracao de 0,2 g/L
como fontes de potassio e magnésio, respectivamente, sendo estas fontes

usadas para enriquecimento mineral do meio.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial (2X3) em um
delineamento experimental inteiramente casualizado. Foram utilizadas duas
linhagens utilizando-se duas linhagens de levedura, Saflager W-34/70 (baixa
fermentacdo) e Safbrew S-33 (alta fermentacdo), em trés diferentes
concentracdes 0 (sem adicdo), 5 g/L e 25 g/L da fonte de nitrogénio utilizada, o

sulfato de aménio de alto grau de pureza da Merck.

As fermenta¢fes oram conduzidas a temperatura ajustada de 28 °C em
bal6es de vidro com um volume de 3000 mL de mosto. Coletou-se 100 mL das
amostras dos mostos fermentados de uva em um béquer, antes do inicio da

fermentacdo, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas apos a
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inoculacdo da levedura. Foram realizadas as seguintes analises: teor de sélidos

solaveis (°Brix), pH, teor alcodlico e acidez total.

Apoés a obtencdo do mosto de uva fermentado (vinho), foi realizado o processo de
destilacdo rapida, em um aparelho denominado Gibertini, este procedimento foi

usado para o preparo analitico das amostras para as analises cromatograficas.

3.2. Metodologias de analise de parametros cinéticos de fermentacdo em
mostos de cachacga, cerveja e vinho

3.2.1. Determinacdo do teor de sélidos solaveis (°Brix)

Empregou-se um refratbmetro tipo Brix, utilizado na medicdo da
concentragdo de acucar em alimentos em geral, principalmente na industria de

bebidas e refrigerantes, com escala de (0 a 32) °Brix.

3.2.2. Determinacao do teor alcodlico por picnometria

O picnébmetro foi previamente lavado com agua e depois com alcool;
posteriormente colocado em uma estufa e pesado. Depois de preenchido com
agua o picnémetro foi pesado a 20 °C. Foi repetido o procedimento de lavagem e
secagem em estufa e posteriormente o picndmtro foi preenchido com a amostra

até o seu transbhordamento e pesado a 20 °C.

Foi realizado o seguinte calculo de densidade a 20 °C. Dy= Pam — Pp/
PH2o — Pp, em que Pp = peso do picndmetro vazio, Pam = peso do pindmetro com
amostra e Py = peso do picndmetro com agua.

Os valores encontrados foram comparados com uma tabela (densidade x
grau alcodlico) e foram determinados os teores alcodlicos em °GL das amostras

(A.O.A.C., 1995).
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3.2.3. Medida da acidez total

Transferiu-se 100 mL da amostra para um frasco erlenmeyer de 500 mL,
em que foram adicionados 0,5 mL de indicador fenolftaleina e posteriormente foi
titulado com solugdo de hidroxido de sodio 0,1 N padronizada, até coloracdo
résea. O calculo: n x M x f x Eq / 10 x V= acidos totais, em gramas de acido
acético por 100 mL de amostra.
n= volume gasto na titulacéo da solucéo de hidréxido de sodio, em mL.

N= normalidade da solucéo de hidroxido de sodio.
f= fator de correcdo da solucao de hidréxido de sédio.
Eg= equivalente em gramas do acido acético (60).

V= volume tomado da amostra em mL. (BRASIL, 1986).

3.3. Metodologias de analise cromatografica nas amostras de cachaca,
cervejaevinho

Esta parte do experimento foi realizada no Laboratério de Andlise de
Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos e no Laboratério de
Cromatografia do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa.

Foram realizadas analises das amostras de cachaca, cerveja e vinho em
cromatografia gasosa. Foram analisados os principais volateis, entre eles: acido
acético, acetato de etila, acetaldeido, alcoois superiores (1-propanol, alcool
isobutilico e alcool isoamilico) e os principais contaminantes organicos: carbamato
de etila, metanol, 1-butanol e 2-butanol.

3.3.1. Métodos cromatogréaficos de analise dos contaminantes organicos
metanol, 1-butanol e 2-butanol

Este método foi utilizado para determinar as concentracdes dos compostos
metanol, 1-butanol e 2-butanol em bebidas alcodlicas por cromatografia em fase
gasosa. Foram utilizados o0s seguintes equipamentos: balanca analitica,
cromatografo a gas GC-17 A modelo Shimadzu QP5050, com detector de
ionizacdo de chama (FID), coluna capilar de silica fundida PAG de carater muito
polar, com as seguintes dimensfes: (30 m de comprimento x 0.25 mm de

espessura do filme x 0.25 um de diametro interno). O hélio foi utilizado como gas
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de arraste, o ar sintético foi utilizado como gas de ignicdo e manutencdo da
chama e o gas hidrogénio foi responsavel pela chama do detector, todos com alto
grau de pureza (99,999 %). Microsseringa de 10 pL, graduada em 0,1 L, pipetas
graduadas de 1 mL e 10 mL, bal6es volumétricos de 10 mL e 100 mL, proveta de
100 mL e funil. Padréo externo de metanol, 1-butanol e 2-butanol, todos com grau
cromatografico da empresa Merck.

A programacdo da temperatura da coluna no forno foi a seguinte: temperatura
inicial: 35 °C por 5 minutos; subiu em uma taxa de 10 °C por minuto até 120 °C,
permanecendo nesta temperatura por 10 minutos.

Temperatura do injetor: 180 °C

Temperatura do detector: 200 °C

Vazao do gas de arraste (He):1 mL/min.

Vazao da chama (Hz): 20 mL/min.

Vazao do ar sintético: 175 mL/min.

Razéao de divisao (split): 1:2 (NAGATO et al, 2001).

Injetou-se 1 pL das amostras; o metanol, o 1-butanol e o 2-butanol foram
identificados pela comparacdo dos tempos de retencéo dos padrées com o tempo
de retencdo destes compostos na amostra.

A quantificacdo do metanol e dos outros contaminantes organicos foi
realizada pelo método do padréo externo. Sendo assim, foram construidas curvas
de referéncia para cada um dos compostos separadamente, pela injecao de 1 pL
de solugdes aquosas do padrdo puro de metanol, 1-butanol e 2-butanol em
diferentes concentracfes: (20, 60, 100, 140 e 180) mg/L. A quantificacdo foi
realizada pela interpolagédo em curva padrao cujo o coeficiente de correlacao foi

de 0,9944 para o metanol, 0,9998 para o 1-butanol e de 0,9945 para o 2-butanol.
3.3.2. Métodos cromatograficos de anélise de carbamato de etila

O carbamato de etila foi identificado e quantificado por duas metodologias.
A primeira andlise foi realizada por cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo de chama, com uso do detector na maxima sensibilidade.
Posteriormente as mesmas amostras foram analisadas por cromatografia gasosa
acoplada com espectrometria de massa, com o modo seletivo de ions, em que
foram monitorados os ions 62 m/z, 74 m/z e 89 m/z, para uma confirmacdo da

analise anterior.
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3.3.2.1. Analise em deteccao por ionizacdo em chama

Este método foi desenvolvido e usado para a determinacdo de carbamato
de etila em bebidas alcodlicas. A identificacdo foi feita pela comparacdo dos
tempos de retencdo dos picos da amostra e do padréo, injetados nas mesmas
condicgodes.

As amostras de cachaca, cerveja e vinho foram analisadas por um
cromatografo a gds com detector de ionizacdo de chama (GC-FID). A coluna
utilizada foi a capilar de silica fundida PAG, de carater muito polar, com as
seguintes dimensdes: (30 m de comprimento x 0.25 mm de espessura de filme x
0.25 um de diametro interno). Foram usados os seguintes gases: 0 hélio como
gas de arraste, o ar sintético e o gas hidrogénio, todos com alto grau de pureza
(99, 999%). Microsseringa de 10 pL, graduada em 0,1 pL, pipetas graduadas de 1
mL e 10 mL, baldes volumétricos de 10 mL e 100 mL, proveta de 100 mL e funil.
Padrdo externo de carbamato de etila da empresa Sigma, com grau
cromatografico. Injetou-se 1 pL da solucdo padrdo de carbamato de etila, em
varias concentracdes: (10, 25, 50, 100, 300, 500, 800, 2000) ug/L, em uma
solucdo de etanol/agua (40:60 v/v), em que foi construida uma curva de
referéncia, com o grafico da concentracdo do padrdo versus a area dos picos de
carbamato de etila. A quantificacdo foi realizada pela interpolacdo em curva
padrao cujo coeficiente de correlacdo foi de 0,9925.

As condi¢des cromatograficas foram as seguintes: A temperatura inicial da
coluna foi de 45 °C por 5 minutos; subiu a uma taxa de 10 °C por minuto até 140
°C, permanecendo nesta temperatura por 10 min.

Temperatura do injetor: 200 °C
Temperatura do detector: 200 °C

Vazao do gas de arraste (He): 1 mL/min.
Vazao da chama (Hz): 20 mL/min.
Vazdao do ar sintético: 175 mL/min.

Razéao de diviséo: split 2
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3.3.2.2. Analise por detec¢cdo em espectrometria de massa

As amostras também foram analisadas em um cromatografo a gas, modelo
Shimadzu GC-17 A acoplado com espectrometria de massa. Nesta metodologia
foi utilizado o sistema de monitoramento seletivo de ions para a confirmacéo da
presenca do carbamato de etila nas amostras de cachacga, cerveja e vinho, sendo
monitorados o0s ions 62 m/z, 74 m/z e 89 m/z. O injetor utilizado foi o automatico
tipo (split/splitless), a coluna utilizada foi a Supelcowax (30 m de comprimento X
0.25 mm de diametro interno x 0.25 pum de espessura de filme). A programacao
do forno foi a seguinte: temperatura inicial 40 °C e permaneceu nesta temperatura
por 2 minutos. Subiu a uma taxa de 10 °C por minuto até 160 °C, permanecendo
por 20 minutos nesta temperatura. Subiu a uma taxa de 20 °C por minuto até 220
°C. A temperatura do injetor foi de 200 °C e a da interface GC/MS foi de 220 °C.
Foi injetado um volume de 1uL e o fluxo do hélio (gas de arraste) foi de 1,2
mL/minuto. A partir de uma solucdo estoque de carbamato de etila 1 mg/L em
uma solucéo de etanol/agua (40:60 v/v), foram preparadas solucfes padrao (0 —
0,4762 ng/uL) para a construgdo da curva de referéncia. A quantificacdo foi
realizada pela interpolacdo em curva padrao cujo coeficiente de correlacdo foi de
0,9959.

3.3.3. Método cromatografico de analise dos alcoois superiores

Os alcoois superiores analisados foram: alcool isobutilico (2-metil-1-
propanol), alcoois isoamilicos (2-metil-1-butanol + 3-metil-1-butanol) e 1-propanol,
foram utilizados padrbes com grau cromatografico da empresa Merck. As
identificacdes foram feitas pela comparacao dos tempos de retencédo dos picos da
amostra com os dos padrdes e injetadas na mesma condi¢do no cromatografo a
gas.

As amostras das bebidas cachacga, cerveja e vinho foram analisados por
um cromatégrafo gasoso com detector de ionizacdo de chama (GC-FID), coluna
capilar de silica fundida PAG, de carater muito polar, com as seguintes

dimensdes: (30 m de comprimento x 0.25 mm de espessura de filme x 0.25 ym de
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diametro interno). Foi usado o hélio como gas de arraste e também o ar sintético
e 0 géas hidrogénio, todos com alto grau de pureza (99, 999 %).

Foram preparadas as solucbes padrdo para cada um dos alcoois
superiores nas concentracdes: (60, 150, 300, 450, 600, 1200) mg/L, em solugéo
de etanol/agua (40:60 v/v). A quantificacdo foi realizada pela interpolacdo em
curva padrao cujo coeficiente de correlacédo foi de 0,9997 para o 1-propanol, de
0,9900 para o alcool isobutilico e de 0,9984 para o alcool isoamilico.

As condi¢cbes cromatograficas foram as seguintes: temperatura inicial de
35 °C por 5 minutos, subiu a uma taxa de 10 °C por minuto até 100 °C,
permanecendo nesta temperatura por 10 minutos.

Temperatura do injetor: 180 °C
Temperatura do detector: 200 °C

Vazao do gés de arraste (He): 1 mL/min.
Vazéo da chama (Hz): 20 mL/min.
Vazéo do ar sintético: 175 mL/min.

Razéao de divisdo: split 10
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Influéncia da linhagem de levedura e da adicdo de nitrogénio na cinética
de fermentacgédo para a producao de cachaga

A avaliacdo dos efeitos da suplementacdo de nitrogénio realizado no
presente trabalho foi realizada em amostras coletadas nos periodos 12 horas, 24
horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas de fermentacéo.

Os valores de acidez estdo representados nas Tabelas 1, 2 e 3 Estes
valores estdo expressos em gramas de acido acético por 100 mL de amostra. A
acidez do mosto aumentou com o tempo de fermentacdo. Usualmente uma
grande concentracao de acido acético € consequéncia de ma condi¢cdo do mosto
fermentado devido a contaminacdo por bactérias acéticas que utilizam o etanol

em seu metabolismo produzindo o acido.

Tabela 1- Variacdo da acidez com a adicdo de sulfato ambnio em trés
diferentes concentragcdes nas amostras de cachaca.

Baixa fermentacéao

Alta fermentacéao

(Saflager) (Safbrew)
Tempo de Og/L 5¢g/L 25¢g/L 0Og/L 5g/L 25¢/L
fermentacéo
(horas)
12 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06 0,07
24 0,11 0,07 0,07 0,16 0,16 0,18
48 0,22 0,26 0,26 0,26 0,26 0,27
72 0,36 0,37 0,30 0,25 0,27 0,32
96 0,37 0,38 0,31 0,25 0,28 0,33

Tabela 2- Variacdo da acidez com a adicdo de peptona de caseina em trés

diferentes concentragcdes nas amostras de cachaca.

Baixa fermentacéo

Alta fermentacéo

(Saflager) (Safbrew)
Tempo de Og/L 5¢g/L 25¢g/L 0Og/L 5g/L 25¢/L
fermentacéo
(horas)
12 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,06
24 0,19 0,28 0,41 0,09 0,11 0,19
48 0,22 0,34 0,42 0,22 0,32 0,29
72 0,29 0,42 0,49 0,41 0,51 0,36
96 0,30 0,43 0,50 0,44 0,53 0,37
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Tabela 3- Variacdo da acidez com a adi¢cdo de um pool de aminoacidos em
trés diferentes concentracdes nas amostras de cachaca.

Baixa fermentacéao Alta fermentacéao
(Saflager) (Safbrew)
Tempo de Og/L 5g/L  25¢g/L  Og/L 5g/L  25g/L
fermentacéo
(horas)
12 0,03 0,03 0,02 0,04 0,04 0,05
24 0,16 0,22 0,21 0,07 0,06 0,07
48 0,19 0,29 0,26 0,15 0,21 0,16
72 0,29 0,32 0,32 0,22 0,25 0,18
96 0,30 0,37 0,34 0,23 0,26 0,19

Os valores do teor de solidos soluveis (°Brix) e do teor alcodlico (°GL)
estao representados graficamente nas Figuras 1, 2, 3,4,5e 6.

Estéo representados na Figura 1 os valores dos sélidos soluveis (°Brix) e
do teor alcodlico produzido por uma linhagem de levedura de baixa fermentacao
adicionada de uma fonte nitrogenada (sulfato de amonio) em trés concentracdes 0
(sem adicao), 5 g/l e 25 g/L. O maior rendimento, ou seja, maior producédo de

etanol por consumo de substrato foi na concentragao de 5 g/L.

Cinética da produgéo de etanol e consumo de substrato

{Baixa Fermentagéo) - B0
15 - . —a— "GLAD
3 10 ] = e CBIXAS
E —x— "GLIAS
m 5 - -m--- "BrinA25
0 : | —=—GLAZS

0 a0 100 15
tempo de fermentagio (horas)

Figura 1- Evolucado da fermentacado alcodlica com levedura Saflager e adicao
de sulfato de amonio.

Na Figura 2 estao representados os valores dos solidos soluveis (°Brix) e
do etanol produzido por uma linhagem de levedura de alta fermentacao,

adicionada de uma fonte nitrogenada (sulfato de amonio) em trés concentracdes 0
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(sem adicao), 5 g/L e 25 g/L. Nesta situacdo a adicdo nitrogenada abaixou o
rendimento da fermentacao alcodlica, ou seja, nas concentracdes 5 g/L e 25 g/L

de sulfato aménio o rendimento da fermentacao alcoodlica foi menor.

Cinética da produc¢do de etanol e consumo de
substrato (Alta Fermentac&ao)

—a— S B0
---=e- "Brin'B3S

*Brixf G
o

——— S L/BS
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a 20 40 &0 20 100 120

tempo de fermentagio (horas)
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Figura 2- Evolucéo da fermentacgéo alcodlica com levedura Safbrew e
adicao de sulfato de amdnio.

Na Figura 3 estdo representados os valores dos sélidos soluveis (°Brix) e
do etanol produzido por uma linhagem de levedura de baixa fermentacéo,
adicionada de uma fonte nitrogenada (peptona de caseina) em trés
concentracdes 0 (sem adicdo), 5 g/L e 25 g/L. Nesta situacdo o rendimento
aumentou com o0 aumento da concentracdo da peptona da caseina. Ja& com a
levedura de alta fermentacdo (Figura 4) a situacdo foi contraria, ou seja, a o
rendimento da fermentacéo alcodlica foi menor com o aumento da concentragéo
da peptona de caseina.

Cinética da produgio de etanole consumeo de substrato
(Baixa Fermentagio) s CBrisfA
15 4 - —a— "G LAAD
= -_‘----_"'i-. .
E| 10 - . . . s--me-- "BrixfA S
o e e 1 e
D M Cm CBrXAZE
i == . . | = cGLAZSE
] 50 100 15
tempo de fermentagio (horas)

Figura 3- Evolucao da fermentacéo alcodlica com levedura Saflager e
adicdo de peptona de caseina.
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Figura 4- Evolucédo da fermentacéo alcodlica com levedura Safbrew e adicao
de peptona de caseina.

Na Figura 5 estao representados os valores dos solidos soluveis (°Brix) e
do etanol produzido por uma linhagem de levedura de baixa fermentacdo e na
Figura 6 os mesmos valores para uma levedura de alta fermentacdo, nas duas
com adicdo de uma fonte nitrogenada (pool de aminoacidos) em trés
concentracdes 0 (sem adicdo), 5 g/L e 25 g/L. Nas duas situacdes o rendimento
da fermentacao alcoolica foi menor com o aumento da concentracdo do pool de

aminoacidos.

Cinética da produgio de etancle consumo de substrato
{Baixa Fermentagio) e a *BrivAD
159 —a °GLAD
N T L
d 10 4 - TR =11 kil
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a a0 100 15
tempo de fermentagdo (horas)

Figura 5- Evolucao da fermentacéo alcodlica com levedura Saflager e
adicdo de um pool aminoacidos.
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Cinética da produgéo de etanol e consumo de substrato
{Alta Fermentagio) ae - PBAAD
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Figura 6- Evolucéo da fermentacé&o alcodlica com levedura Safbrew e
adicdo de um pool aminoacidos.

O pH desejavel em mostos de cana-de-acUcar situa-se normalmente entre
4,0 e 5,0 durante a fermentacdo do mosto de cana-de-acUcar. Neste experimento
o pH variou de 5,4 (maximo) a 3,0 (minimo), estes valores estdo bem préximos
aos desejaveis na fermentacdo. Durante a fermentacdo o pH do mosto reduziu

com o passar das horas até ficar praticamente constante. Os valores de pH estao
representados graficamente nas Figuras 1, 2,3, 4,5¢e 6.

Figura 1-Variacdo do pH na baixa fermentacdo com sulfato de aménio em
cachaga.
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Figura 2 - Variacdo do pH na alta fermentacdo com sulfato de amoénio em
cachaga.

5.5

45 - —e— g/l
:& 4 - ——5 g/l

3.5 v 259/l
.-\I = \

2,5 T T T T 1
1] 20 40 60 80 100

tempo de fermentagio (horas)

Figura 3 - Variacdo do pH na baixa fermentacdo com peptona de caseina
em cachaca.
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Figura 4 - Variacdo do pH na alta fermentagcdo com peptona de caseina em
cachacga.

40



——0gil

—a— 5 gl

| B 95 gl
is | \ g

2,5 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

tempo de fermentagdo (horas)

Figura 5 - Variacdo do pH na baixa fermentacdo com pool de aminoacidos
em cachaga.
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Figura 6 - Variacado do pH na alta fermentacdo com pool de aminoacidos em
cachaca.

4.2. Influéncia da linhagem de levedura e da adi¢cado de nitrogénio na cinética
de fermentacao para a producao de cerveja

A avaliacdo dos efeitos da suplementacdo de nitrogénio realizado no
presente trabalho foi realizada em amostras coletadas nos periodos 12 horas, 24
horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas de fermentacéo.

A acidez do mosto para a produgéo de cerveja aumentou com tempo de
fermentacdo. Gs valores foram expressos em gramas de acido acético por 100
mL de amostra e estdo representados nas Tabelas 1 e 2. Os valores de acidez
encontrados neste experimento ndo foram considerados elevados devido a um
rigoroso controle de todo o processo fermentativo. Um valor elevado de acidez em
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mostos para a producdo de cerveja € conseqUéncia de ma condicdo do mosto
fermentado devido & contaminacdo por bactérias acéticas que utilizam o etanol

em seu metabolismo produzindo o &cido.

Tabela 1- Variacdo da acidez com sulfato amonio em trés concentragdes
nas amostras de cerveja.

Baixa fermentacéao Alta fermentacao
(Saflager) (Safbrew)

Tempo de Og/L 5g/L 25¢g/L 0Og/L 5g/L 25¢g/L
fermentacéo

(horas)
12 0,12 0,15 0,17 0,21 0,21 0,21
24 0,29 0,35 0,34 0,29 0,33 0,52
48 0,31 0,39 0,37 0,34 0,43 0,56
72 0,33 0,43 0,45 0,35 0,46 0,58
96 0,34 0,44 0,56 0,36 0,46 0,59

Tabela 2- Variagdo da acidez com pool de aminoécidos em trés
concentracdes nas amostras de cerveja.

Baixa fermentagéo Alta fermentacgéo
(Saflager) (Safbrew)

Tempo de Og/L 5g/L 25¢g/L Og/L 5g9/L 25¢g/L
fermentacéo

(horas)
12 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
24 0,07 0,06 0,07 0,27 0,30 0,36
48 0,07 0,07 0,08 0,31 0,35 0,41
72 0,08 0,07 0,09 0,35 0,36 0,47
96 0,08 0,07 0,12 0,36 0,38 0,48

Os valores do teor de sodlidos soluveis (°Brix) e do teor alcodlico (°GL)
estao representados graficamente nas Figuras 1, 2, 3 e 4.

Estdo representados na Hgura 1 os valores do teor de soélidos sollveis
(°Brix) e do teor alcodlico produzido por uma linhagem de levedura de baixa
fermentacdo adicionada de uma fonte nitrogenada (sulfato de amonio) em trés
concentragbes 0 (sem adicdo), 5 g/L e 25 g/L no mosto de cerveja. O maior
rendimento, ou seja, maior producédo de etanol por consumo de substrato foi na
concentragao de 5 g/L nesta situagao.

Na Figura 2 estédo representados os valores dos solidos soluveis (°Brix) e

teor alcoodlico produzido por uma linhagem de levedura de alta fermentacéo,
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adicionada de uma fonte nitrogenada (sulfato de amdnio) em trés concentracdes 0
(sem adicdo), 5 g/L e 25 g/L. Nesta situagcdo o rendimento maior foi na

concentracao de 25 g/L de sulfato de aménio.

Cinética da produgéo de etanol e consumo de substrato
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Figura 1- Evolucao da fermentacgao alcodlica com levedura Saflager e
adicdo de sulfato de amanio.
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Figura 2—- Evolucédo da fermentacéo alcodlica com levedura Safbrew e
adicdo de sulfato de aménio.

Estdo representados na Figura 3 os valores dos solidos soluveis (°Brix) e
do teor alcodlico produzido por uma linhagem de levedura de baixa fermentacao
adicionada de uma fonte nitrogenada (pool de aminoacidos) em trés
concentragcbes 0O (sem adicdo), 5 g/L e 25 g/L em mosto de cerveja. Nas trés

concentracdes os rendimentos da fermentacéo alcoodlica foram bem proximos.
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Figura 3— Evolucdo da fermentacgéo alcodlica com levedura Saflager e

adicdo de um pool aminoacidos.

Na Figura 4 estdo representados os valores dos solidos soluveis (°Brix) e

do teor acodlico produzido por uma linhagem de levedura de alta fermentacao,

adicionada de uma fonte nitrogenada (pool de aminoacidos) em

concentracdes 0 (sem adicdo), 5 g/L e 25 g/L em mosto de cerveja. Nesta

situacdo o aumento da concentracdo do pool de aminoacidos influenciou

negativamente o rendimento da fermentacéo alcodlica.
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Figura 4 — Evolucédo da fermentacéo alcodlica com levedura Safbrew e

adicdo de um pool aminoécidos.




O pH desejavel em mostos para a fabricacéo de cerveja situa-se entre 5 e
3. O pH do mosto fermentado variou de 4,8 (maximo) a 3,0 (minimo). Durante a

fermentacdo o pH reduziu com o tempo de fermentagcdo até permanecer
constante. Os valores de pH estdo representados nas Figuras 1, 2, 3 e 4.
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Figura 1 - Variagdo do pH na baixa fermentagdo com sulfato de amo6nio em
cerveja.
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Figura 2 - Variacdo do pH na alta fermentacdo com sulfato de amdnio em
cerveja.
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Figura 3 - Variacao do pH na baixa fermentacdo com pool de aminoacidos
em cerveja.
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Figura 4 - Variagdo do pH na alta fermentagdo com pool de aminoacidos em
cerveja.

4.3. Influéncia da linhagem de levedura e da adi¢cdo de nitrogénio na cinética
de fermentacéo para a producéo de vinho

A avaliagdo dos efeitos da suplementacdo de nitrogénio realizado no
presente trabalho foi realizada em amostras coletadas nos periodos 12 horas, 24
horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas de fermentacéo.

A acidez em vinhos é proveniente principalmente de acido tartarico e acido
acético, provenientes da uva e potencializados no processo de fabricacdo. Estes
influenciam o sabor do vinho produzido. Verificou-se que todas as amostras

encontraram-se dentro dos padrfes legais para o teor de acidez total, que se situa
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entre 55 e 130 meqg/L (BRASIL, 1988). Os valores de acidez das amostras de

vinho expressos em meg/L estao representados na Tabela 1.

Tabela 1- Variacdo da acidez com sulfato de aménio nas
amostras de vinho.

Baixa fermentacéao Alta fermentacéao
(Saflager) (Safbrew)
Tempode Og/L 5g/L 25¢g/L 0g/L 5g/L 25¢/L
fermentacéo
(horas)
12 72 102 109 56 94 108
24 81 117 114 68 105 116
48 101 122 124 70 118 123
72 103 125 128 71 124 128
96 106 127 130 71 126 129

Os valores do teor de solidos soluveis (°Brix) e do teor alcodlico (°GL)
estao representados graficamente nas Figuras 1 e 2 .

A Figura 1 representa os valores do teor de sélidos soluveis (°Brix) e do
teor alcodlico produzido por uma linhagem de levedura de baixa fermentacéo
adicionada de uma fonte nitrogenada (sulfato de amonio) em trés concentracdes 0
(sem adicéo nitrogenada), 5 g/L e 25 g/L em mosto de vinho. O maior rendimento
nesta situacdo, ou seja, maior producao de etanol por consumo de substrato foi
na concentracdo de 5 g/L semelhante aos mostos de cana-de-acUcar e de cerveja
nas mesmas condicdes.

A Figura 2 representa os \alores do teor de solidos soluveis (°Brix) e do
teor alcodlico produzido por uma linhagem de levedura de alta fermentacéo,
adicionada de uma fonte nitrogenada (sulfato de amdnio) em trés concentracdes 0
(sem adicdo), 5 g/L e 25 g/L. Nesta situacdo o rendimento da fermentacdo

alcoolica foi maior sem a adi¢éo do sulfato de amonio.
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Figura 1- Evolucéo da fermentacgéo alcodlica com levedura Saflager e
adicdo de sulfato de amaonio.
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Figura 2- Evolucéo da fermentacé&o alcoolica com levedura Safbrew e
adicao de sulfato de aménio.

Os valores de pH estéo representados pelas Figuras 1 e 2. O valor
situou-se entre 3,4 e 3,6 para a levedura de baixa fermentacgao e entre 3,2 e 3,5
para a levedura de alta fermentacéo. Os resultados obtidos estdo proximos aos
valores descritos por (BENASSI, 1997).
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Figura 1- Variacado do pH da baixa fermentacao com sulfato de amoénio em
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Figura 2- Variagcao do pH da alta fermentag&do com sulfato de amdnio em
vinho.

A medida do pH é de fundamental importancia na andlise de vinhos pelo
seu efeito na cor, no sabor e na proporcéo entre SO; livre e combinado. Para que
o vinho atinja niveis satisfatérios destas caracteristicas, o pH deve ficar entre 3,1
e 3,6. Um vinho com pH inferior a 3,4 apresenta uma notavel resisténcia ao
ataque de bactérias, principalmente Bacterium tartareophtorum, promotora de
doencgas. Em vinhos com pH superior a 3,6 pode ocorrer o desenvolvimento da
flora microbiana prejudicial (BENASSI,1997).
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4.4. Resultados das analises de compostos volateis na cachaca por
cromatografia gasosa

A Figura 1 representa um cromatograma tipico das amostras de cachaca

obtido nas condi¢cdes cromatograficas previamente descritas.

AR
4 6 7
1.5 3
1 2
5
0.5
10

o, %9 1

Mwwr
[ 25 50 15 oo 125 150 175 00 225 250 215 30 Drin

Figura 1 - Cromatograma tipico das amostras de cachaca.

(1) acetaldeido, (2) acetato de etila, (3) metanol, (4) etanol, (5) 1-propanol, (6)
alcool isobutilico, (7) alcool isoamilico, (8) 1-butanol, (9) 2-butanol, (10) acido
acético, (11) carbamato de etila.

4.4.1. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adicdo de fontes
nitrogenadas na formacéao do acetato de etila em cachaca

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia da concentracdo de acetato de etila
nas amostras de cachaca com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 33179,8 n.s.

Fonte de nitrogénio 2 3597745,6 *
Concentragéo 2 4251396,8 *
2

Levedura * Fonte de nitrogénio 2425215,6 n.s.

Levedura * Concentragéo 2 41410,8 n.s.
Fonte de Nitrogénio * Concentracao 4 19037919 n.s.
Residuo 22 22139,3

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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O acetato de etila € um éster formado pelas leveduras em maior
guantidade durante a fermentacdo alcodlica. Neste composto ndo houve efeito
das interacOes, desta forma foram avaliados os efeitos dos niveis dos fatores
sobre as variaveis respostas de forma individual. Na Tabela 4 encontram-se o0s
valores de sua média e desvio padrdo, ndo houve diferencas entre as duas
leveduras. Houve um aumento nos valores do acetato de etila com o aumento da
concentracao da fonte de nitrogénio, representado na Figura 2. Na anadlise da
influéncia das fontes nitrogenadas (Tabela 2) foi realizado um teste de médias
(Duncan) ao nivel de significancia de 5 % de probabilidade; o sulfato de amdnio
foi a fonte nitrogenada que mais contribuiu para a formacédo do acetato de etila

nas amostras de cachaca, seguido pelo pool de aminoacidos e pela peptona de

caseina.
Concentracao de acetato de etila em funcao da
concentracao de nitrogénio
% 2000 -
€ 1500 -
% y = 41,406x + 809,41
2 _
® 1000 A R? = 0,8467
T
g 500 T
< O T T T T T 1
(o] 5 10 15 20 25 30
Concentracao de nitrogénio g/L

Figura 2 - Variacdo do acetato de etila com 0 aumento da concentragéo de
nitrogénio.

Tabela 2 - Comparacédo de médias para o acetato de etila nas diferentes fontes de
nitrogénio.

Fontes de Acetato
nitrogénio de etila
(mg/L)
sulfato de 1804,3 a
amonio
pool de 1149,7 b
aminoacidos
peptona de 716,7 c
caseina

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si ao nivel
de 5 % de probabilidade, pelo teste de Duncan.
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4.4.2. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adicdo de fontes
nitrogenadas naformacgéo do 1-propanol em cachaca

Tabela 3 — Resumo da analise de variancia da concentragdo do 1-propanol nas
amostras de cachaca com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade

Levedura 1 5498,0 n.s.
Fonte de nitrogénio 2 47716,9 *
Concentracgao 2 3673,2 n.s.
Levedura * fonte de nitrogénio 2 2398,9 n.s.
Levedura * Concentragao 2 5879,5 n.s.
Fonte de Nitrogénio * Concentracéo 4 2051,1 n.s.

Residuo 22 3993,8

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Neste composto ndo houve efeito das interacbes, desta forma foram
avaliados os efeitos dos niveis dos fatores sobre as variaveis respostas de forma
individual. Na Tabela 4 encontram-se os valores de sua média e desvio padrao.
Na andlise da influéncia das fontes nitrogenadas (Tabela 5) foi realizado um teste
de médias (Duncan) ao nivel de significancia de 5 % de probabilidade. As fontes
nitrogenadas que mais contribuiram para a formacdo do l-propanol foram as
fontes nitrogenadas sulfato de aménio e peptona de caseina; o pool de

aminoacidos foi o que menos influenciou a formacéo de 1-propanol.

Tabela 4 — Médias e desvio padrdo dos compostos acetato de etila e 1-propanol
para as 2 linhagens de levedura e as diferentes concentracdes de nitrogénio.

Leveduras e Acetato de etila 1-Propanol
Concentracdes — . — .
Média Desvio Média Desvio
de N
2 (mg/L) padréao (mg/L) padréao
Saflager w-3470 1119,1 11,9 177,4 11,3
Safbrew S-33 1253,8 23,8 202,1 15,0
Og/L 606,0 15,3 171,3 4,8
5g/L 1270,7 15,3 206,1 54
25¢g/L 1793,7 56,7 191,7 10,6
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Tabela 5 — Comparac¢do de médias para o 1-propanol
nas diferentes fontes de nitrogénio.

Fontes de Médias
nitrogénio (mg/L)
Sulfato de 233,7 a
amonio
Peptona de 218,0 a
caseina
Pool de 11750b
aminoacidos

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5 % de probabilidade, pelo teste de Duncan.

4.4.3. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adicdo de fontes
nitrogenadas na formacdo dos compostos acetaldeido e metanol em
cachaca

Tabela 6 — Resumo da andlise de variancia da concentracdo do acetaldeido nas
amostras de cachaca com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de liberdade Quadrado medio
Levedura 1 13008,3 n.s.
Fonte de nitrogénio 2 318463,0 n.s.
Concentracéao 2 64691,6 n.s.
Levedura * fonte de 2 44900,3 n.s.
nitrogénio
Levedura * Concentracao 2 51505,2 n.s.
Fonte de Nitrogénio * 4 51846,1 n.s.
Concentracao
Residuo 22 718833,4

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

As variacfes das concentracdes do acetaldeido e do metanol na cachaca
estdo relacionadas na Tabela 8, com seus respectivos valores de média e desvio
padrdo. O acetaldeido ndo apresentou nenhuma fonte de variacdo significativa

(Tabela 6). Os seus valores foram maiores na concentracédo de 5 g/L em média e

na fonte nitrogenada peptona de caseina.
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Tabela 7 — Resumo da analise de variancia da concentragcdo do metanol nas
amostras de cachaca com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 46827,2 n.s.
Fonte de nitrogénio 2 1351216,1 n.s.
Concentragéo 2 129431,9 n.s.
Levedura * fonte de nitrogénio 2 463301,5n.s.
Levedura * Concentragao 2 6515,4 n.s.
Fonte de Nitrogénio * Concentracéo 4 55581,8 n.s.
Residuo 22 56542,9

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

O metanol ndo € proveniente da atividade do metabolismo de
Saccharomyces cerevisiae, mas pela atividade de enzimas pécticas. A
pectinesterase catalisa a desesterificacdo do metil éster do polimero do acido
poligalacturénico para formar acido péctico, metanol e ions hidrogénio. O metanol
nao apresentou nenhuma fonte de variagdo significativa (Tabela 7).

Tabela 8 — Médias e desvio padrdo dos compostos acetadeido e do metanol para
as 2 linhagens de levedura e as diferentes concentragdes de nitrogénio.

Leveduras e Acetaldeido Metanol

Concentragdes

e Fontes de N2 “vggia Desvio Média Desvio

(mg/L)  padrdo (mg/L) padréao

Saflager w- 352,1 2412 290,5 9,7
3470

Safbrew S-33 314,1 1976 202,1 43

0g/lL 269,4 121,8 208,6 14,5
59g/L 4134 286,8 366,9 7,6
25g/L 316,6 206,5 404,1 34
Sulfato de 172,9 41,5 449,1 4.8
amonio
Peptona de 498,6 264,7 2625 2,4
caseina
Pool de 3279 1476 268,1 9,4
aminoacidos
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4.4.4. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adicdo de fontes
nitrogenadas na formacdo dos compostos alcool isobutilico, alcool
isoamilico e carbamato de etila em cachaca

Tabela 9 — Resumo da analise de variancia da concentracédo do alcool isobutilico
nas amostras de cachaca com as fontes de variagao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade

Levedura 1 347455 *
Fonte de nitrogénio 2 47359,3 *
Concentragéo 2 9421,5 n.s.
Levedura * fonte de nitrogénio 2 3876,8 *
Levedura * Concentracao 2 13397,1 *
Fonte de Nitrogénio * Concentracéo 4 21446,7 *

Residuo 22 3909,7

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Tabela 10 — Resumo da analise de variancia da concentracdo do alcool isoamilico
nas amostras de cachaca com as fontes de variagao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 286926,3 *
Fonte de nitrogénio 2 1008596,9 *
Concentragao 2 520911,4 *
Levedura * fonte de nitrogénio 2 108359,1 *
Levedura * Concentracao 2 532051,4 *
Fonte de Nitrogénio * Concentracéo 4 198452,2 *
Residuo 22 32162,4

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 11 — Resumo da analise de variancia da concentracdo do carbamato de
etila nas amostras de cachaca com as fontes de variacao.

Fonte de Variacéao Graus de liberdade Quadrado médio
Levedura 1 320,3*
Fonte de nitrogénio 2 81,8*
Concentracéo 2 49,1 *
Levedura * fonte de 2 196,7 *
nitrogénio
Levedura * Concentracao 2 14,3 n.s.
Fonte de Nitrogénio * 4 37,4*
Concentracéao
Residuo 22 94

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
A Figura 3 representa um cromatograma tipico do padrdo do carbamato de

etila encontrado nas amostras de cachaca.
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Figura 3 — Cromatograma tipico do padrédo externo do carbamato de etila
usado na confirmacéo de sua presenca nas amostras de cachaca.

A presenca do carbamato de etila nas amostras de cachaca foi confirmada
em um cromatografo a gas acoplado com espectrometria de massa. O método
utilizado foi o do padrédo externo com monitoramento seletivo de ions (MSI) em
gue foram monitorados os ions m/z 62, 74 e 89.

Os valores de média e desvio padrdo para os alcoois isoamilico e

isobutilico e também para o carbamato de etila estdo representados na Tabela
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12. A Figura 4 representa a variacdo do alcool isobutilico em diferentes
concentracdes de nitrogénio com a levedura Saflager. Os valores do &lcool
isobutilico reduziram com o aumento da concentracdo de nitrogénio e com a
levedura de baixa fermentacdo. Os valores da influéncia do sulfato de amdnio e
as suas concentracdes para o isobutilico estdo representados na Figura 7. Houve
uma reducao na concentracdo do isobutilico com o aumento da concentracdo de
nitrogénio sulfato de amaonio.

A concentracdo de isoamilico teve um aumento na interacdo da levedura
de alta fermentacdo com o aumento da concentracdo de nitrogénio (Figura 5). Na
interacdo entre as fontes de nitrogénio e suas concentracdes (Figura 8) houve um
aumento nas concentracdes de isoamilico com a adicdo da fonte nitrogenada
fornecida pelo pool de aminoacidos, visto que a producdo destes alcoois durante
a fermentacdo alcodlica é influenciada principalmente pelas condi¢ées do meio,
entre elas: a concentracdo de acgucares, o pH, o conteudo e a fonte de nitrogénio
disponivel, a temperatura de fermentacdo, a aeracdo e a linhagem de levedura.
Estes alcoois superiores sdo formados a partir do desvio do metabolismo dos
aminoacidos pelas leveduras, ocasido em que cetoacido envolvido ¢é
descarboxilado a aldeido, com posterior reducéo a alcool superior. Na levedura de
baixa fermentacdo houve um aumento na concentracdo de carbamato de etila nas
amostras de cachaca (Figura 6). Na interacdo entre as fontes de nitrogénio e as
suas concentracdes (Figura 9), o sulfato de aménio e o pool de aminoacidos
influenciaram de maneira significativa um aumento nos valores do carbamato de
etila, fato alarmante visto que este composto é potencialmente carcinogénico e
existem varias vias possiveis para a sua formacdo nas bebidas destiladas,
geralmente envolvendo a reacdo entre o etanol e seus precursores nitrogenados,

tais como: uréia, fosfato de carbamila, sulfato de amonio e certos aminoacidos.
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Tabela 12 — Médias e desvio padrdao dos compostos alcool isobutilico, alcool
isoamilico e carbamato de etila para as 2 linhagens de levedura e as diferentes
concentragdes de nitrogénio.

Leveduras e

Alcool isobutilico

Alcool isoamilico

Carbamato de

Concentrac0 etila
es e Fontes
de N Média Desvio Média Desvio Média Desvio
2 ~
(mg/L) padrao (mg/L) padréao (ng/L) padrao
Saflager w- 234,1 9,6 7729 51 126,1 6,0
3470
Safbrew 296,3 2,9 951,4 1,3 185,8 3,2
S-33
0g/L 296,5 8,5 624,9 11,1 133,2 3,2
59/L 7179 2,2 946,3 32,0 162,9 9,7
25g/L 740,8 91 1015,2 15,2 171,8 1,0
Sulfato de 199,1 12,6 536,3 11,0 177,7 4,0
amonio
Peptona de 324,1 24,8 1091,6 34 164,2 15
caseina
Pool de 272,4 33,0 958,5 8,5 126,7 3,8
aminoacidos
I ]
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Figura 4 - Representacdo da concentracdo de alcool

diferentes concentragdes de nitrogénio com a levedura Saflager.
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Figura 5 - Representacédo da concentracdo de isoamilico em diferentes
concentracdes de nitrogénio com a levedura Safbrew.
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Figura 6 - Representacéo da concentracdo de carbamato de etila em
diferentes concentracdes de nitrogénio com a levedura Saflager.

59



300 +
2507 Sulfato de amdnio
é 200 4
8
;“_; 180 4
=
= = -A,4443% + 252,75
2 100 - e :
R?=0,9984
a0
] T T T T T )
0 o] 10 14 20 25 20
Concentragao dafonte de nitrogénio g/L

Figura 7 — Variacédo do alcool isobutilico com a fonte de nitrogénio
sulfato de aménio em diferentes concentracdes.
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Figura 8 - Representacédo da interacao entre as fontes de nitrogénio
e suas concentracfes em g/L para o alcool isoamilico.
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Figura 9- Representacao da interag&o entre as fontes de nitrogénio
e suas concentracdes em g/L para o carbamato de etila.

4.4.5. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adi¢cdo nitrogenada na
formacado dos compostos acido acético, 1-butanol e 2-butanol em cachaca

Tabela 12 — Resumo da analise de variancia da concentracdo do acido acético
nas amostras de cachaga com as fontes de variacgao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 286926,3 n.s.
Fonte de nitrogénio 2 1008596,9 n.s.
Concentracao 2 520911,4 n.s.
Levedura * fonte de nitrogénio 2 108359,1 n.s.
Levedura * Concentragao 2 532051,4 n.s.
Fonte de Nitrogénio * 4 198452,2 n.s.
Concentracéo
Residuo 22 86150,2

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Os valores de média e desvio padrdo para o acido acético, 1-butanol e 2-
butanol estédo representados na Tabela 15.

A acidez volatil na cachaca é expressa em concentracdo de acido acético,
que € o acido volatil predominante. Usualmente uma grande concentragdo de
acido aceético € consequéncia de ma condicdo do mosto fermentado devido a uma
contaminacgdo por bactérias acéticas que utilizam o etanol em seu metabolismo
produzindo o acido. Também a conducao da destilacdo pode acarretar cachaca
com acidez elevada e o reflexo natural € um produto final de pouca qualidade.
Logo a concentracao de acido acético nao foi influenciada de maneira direta pelas

fontes nitrogenadas em suas diferentes concentracdes (Tabela 12).

Tabela 13 — Resumo da analise de variancia da concentracdo do 1-butanol nas
amostras de cachaca com as fontes de variacéo.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 26,9 n.s.
Fonte de nitrogénio 2 2174 *
Concentracgao 2 109,9*
Levedura * fonte de nitrogénio 2 10,6 n.s.
Levedura * Concentragao 2 17,6 n.s.
Fonte de Nitrogénio * 4 83,0*
Concentracao
Residuo 22 21,3

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

A Figura 10 representa a interagdo entre as fontes de nitrogénio e as suas
concentracbes para o 1l-butanol. A concentracdo de 1-butanol, que €& um
contaminante organico aumentou com o aumento da concentracdo de duas fontes
nitrogenadas, o sulfato de amonio e o pool de aminoacidos. Ja com o uso da

peptona de caseina o 1-butanol teve seus valores reduzidos.
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Tabela 14 — Resumo da analise de variancia da concentracdo do 2-butanol nas
amostras de cachaca com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 0,10 *
Fonte de nitrogénio 2 0,05*
Concentracgao 2 0,28 *
Levedura * fonte de nitrogénio 2 0,29 *
Levedura * Concentragao 2 0,01*
Fonte de Nitrogénio * 4 0,03 n.s.
Concentracao

Residuo 22 0,01

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

A Figura 11 representa a interagéo entre as fontes de nitrogénio e as suas
concentracdes influenciando os valores de 2-butanol, que também é um
contaminante organico. Somente o sulfato de amonio ndo influenciou um aumento
nos valores do 2-butanol nas amostras de cachaca, com o uso desta fonte
nitrogenada os valores de 2-butanol permaneceram praticamente constantes. Ja a
peptona de caseina e o pool de aminoacidos influenciaram um aumento nos

valores do 2-butanol.

63



Tabela 15 — Médias e desvio padrdo dos compostos 4cido acético, 1-butanol e 2-
butanol para as 2 linhagens de levedura e as diferentes concentracbes de

nitrogénio.
Leveduras e Acido acético 1-Butanol 2-Butanol
Concentracg0
es e Fontes
de N Média Desvio Média Desvio Média Desvio
2 ~
(mg/L) padrao (mg/L) padrao (ug/L)  padrao
Saflager w- 7645 541.6 48 6,2 48 6,2
3470
Safbrew S-33 587,5 334,8 6,9 71 6,6 7,0
0g/L 296,6 82,5 3,3 1,7 3,3 1,7
59/L 256,6 95,6 47 3,2 47 3,2
25¢g/L 242.6 120,8 91 10,3 9,1 10,3
Sulfato de 501,2 168,8 10,5 94 10,5 94
amonio
Peptona de 990,3 623,7 24 1,2 24 1,2
caseina
Pool de 536,7 269,1 472 3,1 472 3,1

aminoacidos

25 1
sulfato de amdnio y=052141+4 213
] R* =0,5994
20
—]
2
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= . P
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@ 10 yw=012% +2 7667 ,
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R =0543
53 y=-00671%+ 30351
| y —Ri=0958
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Concentracéo de nitrogénio g/L

Figura 10 - Representacao da interacdo entre as fontes de nitrogénio
e suas concentracdes em g/L para o 1-butanol.
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Figura 11 - Representacdo da interacao entre as fontes de nitrogénio
e suas concentragfes em g/L para o 2-butanol.

4.5. Resultados das andlises de compostos volateis em cerveja por
cromatografia gasosa

A Figura 1 representa um cromatograma tipico das amostras de cerveja

obtido nas condi¢cfes cromatogréficas previamente descritas.
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Figura 1 — Cromatograma tipico das amostras de cerveja.
(1) acetaldeido, (2) acetato de etila, (3) metanol, (4) etanol, (5) 1-propanol, (6)

alcool isobutilico, (7) alcoolisoamilico, (8) 1-butanol, (9) 2-butanol, (10) &cido
aceético, (11) carbamato de etila.
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45.1. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adicéo
nitrogenada na formagcdo dos compostos acetato de etila, metanol e
acetaldeido em cerveja

Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia da concentracdo do acetato de etila
nas amostras de cerveja com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 880,4 n.s.
Fonte de nitrogénio 1 243,1 n.s.
Concentracéo 2 765,9 n.s.
Levedura * Fonte de nitrogénio 1 1800,2 n.s.
Levedura * Concentracao 2 928,3 n.s.
Fonte de nitrogénio * 2 1196,5 n.s.
Concentracéao
Residuo 14 904,3

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia da concentracdo do metanol nas
amostras de cerveja com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 319,1 n.s.
Fonte de nitrogénio 1 105,4 n.s.
Concentracéao 2 132,4 n.s.
Levedura * Fonte de nitrogénio 1 9,7 n.s.
Levedura * Concentracao 2 43,6 n.s.
Fonte de nitrogénio * 2 34,9 n.s.
Concentracéao
Residuo 14 54,7

*significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Na formacgéo de acetato de etila e de metanol em cerveja nem uma fonte
de variacéo foi significativa (Tabelas 1 e 2 respectivamente). Os valores de média

e desvio padréo destes compostos estao representados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Médias e desvio padrdo dos compostos acetaldeido, acetato de etila e
metanol para as 2 linhagens de levedura e as diferentes fontes e concentragdes
de nitrogénio em cerveja.

Leveduras e Acetaldeido Acetato de etila Metanol
Concentraco
es e Fontes
de N Média Desvio Média Desvio Média Desvi
2 ~
(mg/L) padrao (mg/L) padrao (ug/L) 0
padra
o)
Saflager w- 426,0 471 18,1 114 9,8 0,4
3470
Safbrew S-33 153,1 12,6 30,3 13,5 25 0,7
0g/L 226,1 28.8 15,3 35 55 0,1
59g/L 2473 70,2 34,4 11,3 29 1,0
25g/L 429.4 34,8 21,3 13,7 10,9 1,9
Sulfato de 226,5 34,7 20,3 10,7 8,6 1,1
amonio
Pool de 375,3 97,1 26,5 12,2 4.4 3,8
aminoacidos

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia da concentracdo do acetaldeido nas
amostras de cerveja com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade

Levedura 1 44360,3 *

Fonte de nitrogénio 1 132859,6 *
Concentracéo 2 99888,4 *

Levedura * Fonte de nitrogénio 1 131648,2 *

Levedura * Concentragao 2 11489,6 n.s

Fonte de nitrogénio * Concentracao 2 25343,0n.s.
Residuo 14 22977,1

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Os valores de média e desvio padrdo de acetaldeido nas amostras de
cerveja estdo representados na Tabela 3, o acetaldeido provém da
descarboxilagdo do piruvato, durante a fermentacdo alcodlica. A sua formacao
depende da linhagem da levedura, do pH, das substancias nitrogenadas
presentes no mosto durante a fermentacdo e da temperatura. A interacdo entre as
duas linhagens de levedura com as fontes de nitrogénio foi significativa (Tabela
4). A Tabela 5 representa o teste F para as linhagens de levedura, ocorreu uma
maior formacdo de acetaldeido na baixa fermentacdo, ao nivel de 5 % de
probabilidade. A Tabela 6 representa o teste F para as duas fontes de nitrogénio
utilizadas neste experimento, em que ocorreu uma maior formacéo de acetaldeido

na adi¢cao do pool de aminoacidos, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Tabela 5- Comparagéo das linhagens de
levedura para o acetaldeido em cerveja.

Linhagens de Médias

levedura (mg/L)
Saflager (baixa 426,0 a
fermentacao)
Safbrew (alta 153,1 b
fermentacao)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 6 - Comparacéao das diferentes fontes
de nitrogénio para acetaldeido em cerveja.

Fontes de Médias
nitrogénio (mg/L)
Pool de 375,3 a
aminoacidos
Sulfato de 226,5b
amonio

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste F.
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4.5.2. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adi¢céo nitrogenada na
formacdo dos compostos 1-propanol, isobutilico e isoamilico em cerveja

Tabela 7 — Resumo da andlise de variancia da concentracdo do 1-propanol nas
amostras de cerveja com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 44360,3 n.s.
Fonte de nitrogénio 1 132859,6 n.s.
Concentracéo 2 99888,4 n.s.
Levedura * Fonte de nitrogénio 1 131648,2 n.s.
Levedura * Concentracao 2 11489,6 n.s.
Fonte de nitrogénio * Concentracdo 2 25343,0 *
Residuo 14 67,2

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Os valores de média e desvio padrdo para o 1l1-propanol estdo
representados na Tabela 10. O 1-propanol apresentou uma interacéo significativa,
gue foi entre a fonte nitrogenada e a sua concentracdo. A Figura 2 representa
esta interacdo, em que foi observada uma maior formacédo do 1-propanol com o
uso do sulfato de aménio como fonte de nitrogénio, houve um aumento nos
valores do 1-propanol com o aumento da concentracéo do sulfato de amonio.

Tabela 8 - Resumo da analise de variancia da concentragdo do isobutilico nas
amostras de cerveja com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 44360,3 n.s.
Fonte de nitrogénio 1 132859,6 n.s.
Concentracéo 2 99888,4 n.s.
Levedura * Fonte de nitrogénio 1 131648,2 *
Levedura * Concentracao 2 11489,6 n.s.
Fonte de nitrogénio * Concentracao 2 25343,0 *
Residuo 14 35,7

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Os valores de média e desvio padrédo para o alcool isobutilico estédo
representados na Tabela 10. O alcool isobutilico apresentou duas interacdes
significativas, uma delas foi a interacédo entre a fonte de nitrogénio com a levedura
e a outra foi a da fonte de nitrogénio com a concentragdo. Da mesma forma que o
1-propanol, com o uso do sulfato de aménio como fonte de nitrogénio, o valores
do isobutilico aumentaram com o aumento da concentrac¢do do sulfato de aménio
(Figura 3). Foi realizado um teste F para a comparagdo das leveduras,
representado na Tabela 11. Foi observado que ndo houve diferenca significativa
entre as duas linhagens de levedura, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Tabela 9 - Resumo da anadlise de variancia da concentracdo do isoamilico nas
amostras de cerveja com as fontes de variagao.

Fonte de Variacao Graus de liberdade Quadrado médio
Levedura 1 17477,7 *
Fonte de nitrogénio 1 2289,5 n.s.
Concentracéo 2 82,9 n.s.
Levedura * Fonte de nitrogénio 1 101,5 n.s.
Levedura * Concentracao 2 1326,0 n.s.
Fonte de nitrogénio * 2 1587,9 n.s.
Concentracéao
Residuo 14 574,1

* significativo n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Os valores de média e desvio padrdo para o alcool isoamilico estédo
representados na Tabela 10. Houve diferenca entre as duas linhagens de
levedura na concentracdo do alcool isoamilico nas amostras de cerveja. A
concentracdo do alcool isoamilico foi maior com a levedura de alta fermentacao

pelo teste F, ao nivel de 5 % de probabilidade (Tabela 12).
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Tabela 10 - Médias e desvio padrdo dos compostos Il-propanol, isobutilico e
isoamilico para as 2 linhagens de levedura e as diferentes fontes e
concentracdes de nitrogénio em cerveja.
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Figura 3 - Representacédo da variagdo do alcool isobutilico com
sulfato de amdnio.

Tabela 11 - Comparacao das diferentes linhagens
de levedura para o alcool isobutilico em cerveja.

Linhagens de Médias

levedura (mg/L)
Safbrew (alta 22,046 a
fermentacao)
Saflager (baixa 16,883 a
fermentacao)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F.

Tabela 12 - Comparacéo das diferentes linhagens
de levedura para o alcool isoamilico em cerveja.

Linhagens de Médias

levedura (mg/L)
Safbrew (alta 124,7 a
fermentacéo)
Saflager (baixa 705b
fermentacgéo)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F.
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4.5.3. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adicdo nitrogenada na
formacao do acido acético em cerveja

Os valores de média e desvio padréo do acido acético estao representados
na Tabela 13. Estes valores ndo foram influenciados por nenhuma fonte de
variacao testada neste experimento. O &cido acético € formado em conseqiéncia
de ma condicdo do mosto fermentado da cerveja devido a possiveis
contaminagfbes por bactérias acéticas que metabolizam o etanol produzindo o

acido.

Tabela 13 - Médias e desvio padrdo dos compostos acido acético para as 2
linhagens de levedura e as diferentes fontes e concentracées de nitrogénio em
cerveja.

Leveduras e Concentracdes Acido acético

e Fontes de N,

Média (mg/L) Desvio padréo
Saflager w-3470 123,3 72,2
Safbrew S-33 227.,3 126,5
0g/L 142,3 81,1
5g/L 160,6 85,1
25¢g/L 210,0 156,2
Sulfato amonio 170,9 89,2
Pool de aminoacidos 171,0 134,7
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4.5.4. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adi¢cédo nitrogenada na
formacéo do 1-butanol e do 2-butanol em cerveja

Tabela 14 - Resumo da analise de variancia da concentragdo 1-butanol nas
amostras de cerveja com as fontes de variagao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 0,18 n.s.
Fonte de nitrogénio 1 0,02 n.s.
Concentragéo 2 0,01 n.s.
Levedura * Fonte de nitrogénio 1 0,02 n.s.
Levedura * Concentracao 2 0,05 n.s.
Fonte de nitrogénio * Concentracao 2 0,01 ns.
Residuo 14 0,05

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Tabela 15 - Resumo da andlise de variancia da concentracdo do 2-butanol nas
amostras de cerveja com as fontes de variagao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 0,011 n.s.
Fonte de nitrogénio 1 0,001 n.s.
Concentracéo 2 0,014 n.s.
Levedura * Fonte de nitrogénio 1 0,001 n.s.
Levedura * Concentracao 2 0,010 n.s.
Fonte de nitrogénio * Concentracao 2 0,002 n.s.
Residuo 14 0,01

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Estes dois compostos encontram-se normalmente na cerveja em valores
gue variam de 0,4 mg/L a 0,6 mg/L. A Tabela 16 representa os valores de média e
desvio padrao destes compostos que séo indesejaveis nas bebidas alcodlicas e
sdo considerados como contaminantes organicos. Eles ndo apresentaram
relacbes significativas para as fontes de variacdo testadas neste experimento
(Tabelas 14 e 15).

74



Tabela 16 - Médias e desvio padrao dos compostos 1-butanol e 2-butanol para as
2 linhagens de levedura e as diferentes fontes e concentracdes de nitrogénio em

cerveja.
Leveduras e 1-butanol 2-butanol
Concentraco
es e Fontes
Média Desvio Média Desvio
de N>
(mg/L) padrdao (ug/L) padréo
Saflager w- 0,7 0,2 0,5 0,1
3470
Safbrew S-33 0,6 0,2 0,6 0,1
0g/L 0,7 0,2 0,5 0,1
59/L 0,6 0,2 0,6 0,1
25¢g/L 0,7 0,3 0,6 0,1
Sulfato 0,7 0,2 0,5 0,1
amonio
Pool de 0,6 0,2 0,5 0,1
aminoacidos

4.5.5. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adi¢cdo nitrogenada na
formacgédo do carbamato de etila em cerveja

A Figura 4 representa um cromatograma tipico do padrdo do carbamato de etila

encontrado nas amostras de cerveja.
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Figura 4 — Cromatograma tipico do padrdo externo do carbamato de etila
usado na confirmacédo de sua presenca em amostras de cerveja.
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A presenca do carbamato de etila nas amostras de cerveja foi confirmada em um
cromatografo gasoso acoplado com espectrometria de massa. O método utilizado
foi do padréo externo com monitoramento seletivo de ions (MSI), em que foram

monitorados os ions m/z 62, 74 e 89.

Tabela 17 - Resumo da andlise de variancia da concentracdo do carbamato de
etila nas amostras de cerveja com as fontes de variagao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 2,2 n.s.
Fonte de nitrogénio 1 1,1 n.s.
Concentracao 2 1,7 n.s.
Levedura * Fonte de nitrogénio 1 0,5 n.s.
Levedura * Concentracao 2 39 n.s.
Fonte de nitrogénio * 2 1,6 n.s.
Concentracéo
Residuo 14 2,4

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

O carbamato de etila pode ser formado no mosto de cerveja devido a uma
reacdo entre o fosfato de carabamila com o etanol produzido pela levedura
Saccharomyces cerevisae; este fosfasto de carbamila € gerado a partir da sintese
de fontes nitrogenadas como o sulfato de aménio e certos aminoacidos como a
arginina. Os valores encontrados de média e desvio padrdo do carbamato de etila
estdo representados na Tabela 18. Os valores da levedura de baixa fermentacao
foram superiores aos valores encontrados pela levedura de alta fermentagédo. Os
valores encontrados foram elevados, estdo acima dos valores permitidos pela

legislacdo (30 pg/L de amostra).
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Tabela 18 — Médias e desvio padrdo do composto carbamato de etila para as 2
linhagens de levedura e as diferentes fontes e concentracfes de nitrogénio na
cerveja.

Leveduras e Carbamato de Etila

Concentracodes e

Fontes de N Média (ug/L) Desvio padréo
Saflager w-3470 41,4 1,4
Safbrew S-33 15,3 0,6
Og/L 38,9 1,7
59/L 46,2 14
25¢g/L 47 .6 1,3
Sulfato amoénio 421 14
Pool de aminoacidos 46,4 1,6

4.6. Resultados das andlises de compostos volateis em vinho por
cromatografia gasosa

A Figura 1 representa um cromatograma tipico das amostras de vinho

obtido nas condi¢cdes cromatograficas previamente descritas.
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Figura 1 - Cromatogramatipico das amostras de vinho.

(1) acetaldeido, (2) acetato de etila, (3) metanol, (4) etanol, (5) 1-propanol,
(6) 1-butanol, (7) isobutilico, (8) isoamilico, (9) acido acético
(10) carbamato de etila.
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4.6.1. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adi¢c&do nitrogenada na
formacao do acetaldeido e do acetato de etilaem vinho

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia da concentracdo do acetato de etila
nas amostras de vinho com as fontes de variagao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 2154743,3 n.s.
Concentracéao 2 5652452,3 n.s.
Levedura * Concentracao 2 318780,7 n.s.
Residuo 6 6530,2

*significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Tabela 2 - Resumo da analise de variancia da concentracdo do acetaldeido nas
amostras de vinho com as fontes de variagao.

Fonte de Variacao Graus de liberdade Quadrado meédio
Levedura 1 10235,5n.s.
Concentracéo 2 5369,9 n.s.
Levedura * Concentracao 2 5182,4 n.s.
Residuo 6 20090,1

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
Nestes compostos nem uma fonte de variacao foi significativa (Tabelas 1 e 2,
respectivamente). Os valores de média e desvio padrdo destes compostos estdo
representados na Tabela 3.

Tabela 3 — Médias e desvio padrdo dos compostos acetaldeido e acetato de etila
para as 2 linhagens de levedura e as diferentes concentracfes de sulfato de
amonio em vinho.

Leveduras e Acetaldeido Acetato de etila
Concentraco
es de N2 Média Desvio Média Desvio
(mg/L) padrao (mg/L) padrao
Saflager w- 1690,4 54,7 95,1 9,4
3470
Safbrew S-33 2537,9 55,4 36,7 8,6
0g/lL 1287.6 134 37,5 9,8
59g/L 1578,5 30,6 52,9 8,6
25¢g/L 3776,5 249 107,3 79
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4.6.2. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adi¢do nitrogenada na
formacao do metanol e do 4cido acético em vinho

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia da concentracdo do metanol nas
amostras de vinho com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 18045,6 n.s.
Concentracéo 2 31651,7 n.s.
Levedura * Concentracao 2 2553,1 n.s.
Residuo 6 6601,9

*significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Os valores do metanol nas amostras de vinho nao foram influenciados por
nenhuma das fontes de variacéo (Tabela 4). Os valores de média e desvio padrao

do metanol e do &cido acético estdo representados na Tabela 5.

Tabela 5 — Médias e desvio padrdo dos compostos metanol, &cido acético para as
2 linhagens de levedura e as diferentes concentragdes de sulfato de amonio em
vinho.

Leveduras e Metanol Acido acético
Concentraco
es de N Média Desvio Média Desvio
(mg/L) padrao (mglL) padréo
Saflager w- 176,6 52,3 1241 6,8
3470
Safbrew S-33 99,1 39,9 106,9 24
0g/L 53,2 3,7 1349 29
59/L 93,3 16,9 111,0 0,4
25¢g/L 267,0 20,2 100,6 6,2
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4.6.3. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adi¢c&o nitrogenada na
formacdo dos compostos 1-propanol, isobutilico e isoamilico no vinho

Tabela 6 - Resumo da andlise de variancia da concentragcdo do 1- propanol nas
amostras de vinho com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 8,6 n.s.
Concentracéao 2 116,2 *
Levedura * Concentracao 2 0,4 n.s.
Residuo 6 2,0

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

No composto 1- propanol a concentracdo da fonte de nitrogénio (sulfato de
amonio) foi significativa (Tabela 6). Os valores de média e desvio padrdo deste
composto estdo representados na Tabela 9. Ocorreu uma maior formacéo do 1-

propanol com o aumento das concentracdes de sulfato de aménio (Figura 2).

Tabela 7- Resumo da analise de variancia da concentragdo do alcool isobutilico
nas amostras de vinho com as fontes de variacao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 149,8 *
Concentracéo 2 483,6 *
Levedura * Concentracao 2 15,0 n.s.
Residuo 6 9,8

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Os valores do A&lcool isobutilico nas amostras de vinho foram
influenciados pela linhagem de levedura e pela concentracdo do sulfato de
amonio. Ocorreu um aumento nos valores do isobutilico com o aumento da
concentracdo do sulfato de amonio, representado pela Figura 3. A linhagem de
levedura de alta fermentacéo foi responsavel pela producdo das concentracdes
mais levadas do alcool isobutilico nas amostras de vinho (Tabela 10). A producédo
destes alcoois durante a fermentacdo alcodlica € influenciada principalmente

pelas condicdes do meio, entre elas, a concentracdo de acucares, o pH, o
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conteudo e a fonte de nitrogénio disponivel, a temperatura de fermentacédo, a
aeracao e a linhagem de levedura.

A interacdo entre as linhagens de levedura e a concentracdo de sulfato de
amonio influenciou de maneira significativa a producdo de alcool isoamilico
(Tabela 8).

Tabela 8- Resumo da andlise de variancia da concentracdo do alcool isoamilico
nas amostras de vinho com as fontes de variagao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 7342,9*
Concentracéo 2 4957,5*
Levedura * Concentracao 2 9390,1 *
Residuo 6 711,7

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Os valores de média e desvio padrdao do alcool isoamilico estédo
representados na Tabela 9. Houve um aumento nos valores do isoamilico na

presenca da levedura de baixa fermentacdo, com o aumento na concentracao do
sulfato de amoénio (Figura 4).

Tabela 9 - Médias e desvio padrdao dos compostos 1-propanol, isobutilico e
isoamilico para as 2 linhagens de levedura e as diferentes concentracbes de
sulfato de amonio (fonte de nitrogénio) em vinho.

Leveduras e 1-propanol Isobutilico Isoamilico
Concentracgd
es de N, Média Desvio Média Desvio Média Desvio
(mg/L) padrao (mg/L) padrao (mg/L) padrao
Saflager w- 16,5 4.8 30,9 11,0 134,1 8,7
3470
Safbrew S-33 14,8 91 23,9 94 183,5 49
0g/L 11,3 1,1 19,4 2,8 185,8 2,7
59g/L 13,8 1,5 22,9 57 119,0 15
25g/L 21,7 19 39,9 6,2 171,6 2,7
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Tabela 10 - Comparacdo das diferentes linhagens de levedura para o alcool

isobutilico no vinho.

Linhagens de  Meédias

levedura (mg/L)

Safbrew (alta 30,9 a
fermentacgéo)

Saflager (baixa 239b
fermentacao)

Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F.

25 7

20 A

y =0,4057x + 11,61

E 15 A 2
% R2 = 0,998
<
5;01 10 -
!
5 -
O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Concentracado de sulfato de aménio g/L

Figura 2 - Representacao da concentragcdo de 1-propanol em diferentes

concentracdes de sulfato de aménio.
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y =0,8286x + 19,114

R? =0,9991

0 T T T
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Concentracgao de sulfato de aménio g/L

20 25 30

Figura 3- Representacdo da concentracdo do alcool isobutilico em

diferentes concentracdes de sulfato de aménio.
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Figura 4- Representacado da concentragao de alcool isoamilico em diferentes
concentracdes de sulfato de aménio com alevedura Saflager.

4.6.4. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adigdo nitrogenada na
formacao do carbamato de etila em vinho

A Figura 5 representa um cromatograma tipico do padrdo do carbamato de

etila encontrado nas amostras de vinho.
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Figura 5 - Cromatograma tipico do padrdo externo do carbamato de etila
usado na confirmacdo de sua presenca nas amostras de vinho.
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A presenca do carbamato de etila nas amostras de vinho foi confirmada em
um cromatédgrafo gasoso acoplado com espectrometria de massa. O método
utilizado foi o do padréo externo com monitoramento seletivo de ions (MSI) em

gue foram monitorados os ions m/z 62, 74 e 89.

Tabela 11 - Resumo da andlise de variancia da concentracdo do carbamato de
etila nas amostras de vinho com as fontes de variagao.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 371,6 n.s.
Concentracéao 2 1045,7 *
Levedura * Concentracao 2 49,9 n.s.
Residuo 6 135,5

* significativo n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Os valores de carbamato de etila (média e desvio padréo) encontrados no
vinho encontram-se na Tabela 12. A concentracdo do sulfato de amoénio
influenciou de maneira significativa a sua formacdo (Tabela 11). Os valores do
carbamato de dila aumentaram com o aumento da concentracdo da fonte de
nitrogénio (Figura 5). A adicdo de sulfato de ambnio em concentracdes elevadas
em reagdo com o etanol induziu uma maior formagdo do carbamato de etila, o
sulfato de amoénio € um agente precursor na formacéo do carbamato de etila em
bebidas alcodlicas. Nas amostras de vinho analisadas neste experimento a
levedura de baixa fermentacdo produziu um valor superior ao da de alta
fermentacdo, em média estes valores foram superiores aos valores permitidos

pela legislacao (30ug/L de amostra).
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Tabela 12 — Médias e desvio padrao do carbamato de etila para as 2 linhagens de
levedura e as diferentes concentracdes de sulfato de amonio (fonte de nitrogénio)
no vinho

Leveduras e Carbamato de etila

Concentracg0
es de N, Média Desvio
(ug/L) padrao
Saflager w- 45,0 4,5
3470
Safbrew S-33 33,9 9,7
0g/L 25,0 6,8
59/L 36,5 4,4
25¢g/L 56,9 31
70 -
60 -
—
>
3 50 4
oo
:‘j 40 - y = 1,2029x + 27,438
© R?=0,9701
= 30 A
= *
3 20
3
O
10 A
O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Concentracéo de sulfato de aménio g/L

Figura 5 - Representacdo da concentracdo do carbamato de etilaem
diferentes concentragdes de sulfato de aménio.
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4.6.5. Influéncia de duas linhagens de levedura e da adi¢cdo nitrogenada na
formacéo do 1-butanol em vinho

Tabela 13 - Resumo da andlise de variancia da concentracdo do 1-butanol nas
amostras de vinho com as fontes de variacgéo.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado médio
liberdade
Levedura 1 3,8*
Concentracéao 2 2,4*
Levedura * Concentracao 2 0,6*
Residuo 6 0,1

* significativo e n.s. ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Os valores de média e desvio padrdao de 1-butanol encontrados nas
amostras de vinho estdo representados na Tabela 14. A interacdo entre as
linhagens de levedura e as concentracdes de sulfato de amonio foi significativa
para os valores de 1-butanol (Tabela 13). As duas linhagens de levedura
produziram um aumento nos valores do 1-butanol, com o aumento das
concentracdes do sulfato de aménio, sendo que na linhagem de alta fermentacéo,
os valores de 1-butanol foram superiores. Estes valores estdo representados na
Figura 6. O 1-butanol € um contaminante organico em vinho e sua presenga é
indesejavel, sobretudo em valores elevados como 0s encontrados nas amostras
deste experimento na presenca da levedura de alta fermentacéo.

Tabela 14 — Médias e desvio padrao do 1-butanol para as 2 linhagens de levedura
e as diferentes concentracdes de sulfato de amonio (fonte de nitrogénio) no vinho

Leveduras e 1-Butanol
Concentraco
es de Nz Média Desvio
(mg/L) padrao
Saflager w- 0,9 0,4
3470
Safbrew S-33 21 1,0
0g/L 0,8 15
59g/L 15 0,9
25g/L 2,3 0,1
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Figura 6 - Representacéo da concentragdo do 1-butanol em diferentes
concentracdes de sulfato de amdnio com as leveduras Saflager e Safbrew.
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5. CONCLUSOES

O maior rendimento da fermentacdo alcoodlica, estimado pela maior
producdo de etanol por consumo de substrato foi obtido pela linhagem de
levedura de baixa fermentacdo na fonte de nitrogénio sulfato de amoénio, na
concentracao de 5 g/L, nos mostos de cachaca, cerveja e vinho. As faixas médias
de concentracao final de etanol nos mostos foram 7,7 °GL em cachaca, 4,8 °GL
em cerveja e 14,6 °GL em vinho.

Com relacédo a producdo de compostos volateis e contaminantes organicos
nas amostras de cachaca, os alcoois superiores, 1-propanol, alcool isobutilico e
alcool isoamilico tiveram comportamentos diferentes para as duas linhagens de
levedura, para as trés fontes de nitrogénio e para as trés concentracfes de
nitrogénio. A adicdo de 5 g/L das fontes nitrogenadas ja foi suficiente para elevar
muito as concentracdes dos alcoois superiores nas amostras. Com a adicdo de
5 g/L e 25 g/L das fontes nitrogenadas os valores de carbamato de etila foram
superiores aos limites permitidos pela legislacdo. A linhagem de levedura de alta
fermentacao influenciou uma maior produgéo de carbamato de etila. O sulfato de
aménio foi a fonte nitrogenada responsavel pela maior concentracdo do
carbamato de etila nas amostras de cachaga.

Nas amostras de cerveja 0os compostos 1-propanol e alcool isobutilico
tiveram seus valores elevados com a adicdo do sulfato de aménio. Ja o é&lcool
isoamilico atingiu valores mais elevados com a adi¢cao do pool de aminoacidos. A
levedura de alta fermentacao induziu maior producéo de alcool isobutilico e de
alcool isoamilico. J& a levedura de baixa fermentacdo induziu uma maior
producdo de l1-propanol. As concentracdes de carbamato de etila nas amostras
de cerveja foram muito superiores na baixa fermentacdo com valores de 41,0 pg/L
de amostra, valor acima do estipulado pela legislacéo de 30,0 pg/L de amostra. Ja
na alta fermentacéo estes valores foram em média bem menores (15,3 pg/L de
amostra). A fonte de nitrogénio fornecida pelo pool de aminoacidos gerou uma
maior producdo de carbamato de etila do que o sulfato de ambénio nas amostras
de cerveja.

Nas amostras de vinho, o 1-propanol e o alcool isobutilico tiveram seus

valores elevados com o aumento da concentracdo do sulfato de amoénio. Os
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valores do alcool isoamilico foram superiores na alta fermentacdo, porém nao foi
influenciado pelo aumento da concentracdo da fonte nitrogenada (sulfato de
amonio). Os valores de carbamato de etila nas amostras de vinho aumentaram
com o aumento da concentracdo da fonte nitrogenada (sulfato de amoénio). A
meédia de carbamato de etila na concentracédo de 5 g/L de sulfato de amonio foi de
36,5 ug/L de amostra e na concentracdo de 25 g/L de sulfato de amdnio foi de
56,9 ug/L de amostra, valores estes superiores aos admitidos em vinhos 30,0 pg/L
de amostra. A levedura de baixa fermentacdo induziu uma maior formagao do
carbamato de etila, com média de 45,0 pg/L de amostra; ja a levedura de alta
fermentacdo induziu a producdo de um valor menor, com média de 33,9 pg/L de
amostra.

Os valores do carbamato de etila aumentaram com o aumento das fontes
nitrogenadas nas amostras de cachaca, cerveja e vinho. Nas amostras de cerveja
e vinho os valores mais elevados de carbamato de etila foram formados durante a
baixa fermentagédo, enquanto que nas amostras de cachaca estes valores foram
superiores na alta fermentacéo.

A etapa de fermentacdo para a producdo de bebidas alcodlicas é de
fundamental importancia. Ficou evidente que a producdo dos compostos
responsaveis pelo aroma e sabor das bebidas € influenciada pela linhagem da
levedura, pela concentracédo e fonte nitrogenada eventualmente utilizada para
enriquecimento do meio. O controle de todas as variaveis do processo de
fermentacdo alcodlica é necessario para a producdo de bebidas alcodlicas de alta

gualidade e seguras para o0 consumo.
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