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RESUMO GERAL

Este trabalho foi realizado com o objetivo de aradi viabilidade do uso
de polpa de batata para producdo de vodca, umalebetbcoolica destilo-
retificada. A primeira etapa foi a caracterizac@ pblpa de batata, sendo
verificada a existéncia de grande quantidade ded@no que poderia ser
utilizado para obtencdo de aclcares para a fergé@nialcodlica. A polpa de
batata foi submetida a diferentes proporcdes coma & em seguida, passou
pelo processo de hidrolise enzimatica com duasrasai- amilase e diferentes
concentracdes da enzima amiloglicosidase, variardo-tempo da segunda
etapa de hidrélise. Verificou-se que as maioreceatnacdes de polpa/dgua
(0,1502 g matéria seca/g agua), enzima (6,5 mL/ni&géria seca) e tempo
(11,04 h) a melhor condicdo de tratamento. O hsldb obtido foi utilizado
para fermentagdo em dois tratamentos, primeiro eoolot apenas meio
hidrolisado com 11 °Brix e o segundo contendo nhéiloolisado acrescido de
sacarose com 17 °Brix. Para os dois tratamentamftestadas trés linhagens de
leveduras Saccharomyces cerevisjadermento biolégico de panificacdo
prensado, CA1l e CATL1. Foi selecionado o fermemtdgico, em virtude do
maior fator de conversdo (0,47 g etanol/lg ART)ciéficia (89,39%) e
produtividade em etanol (5,92 g/L.h). Foram realam duas destilacdes
consecutivas, a primeira em destilador de cobreeganda em coluna de vidro,
o destilado alcodlico final foi diluido com aguarifivada para a concentracédo
alcodlica estabelecida (36 a 57% v/v) e foi subdeeti filtracdo em carvéo
ativado comercial. Andlises de compostos secursldocam realizadas no
destilado filtrado. As andlises demonstraram gaédebida ndo se enquadrou na
legislacdo estabelecida, possuindo maior valor @imagdrio de compostos
secundarios (148,33 mg/100 mL alcool anidro) e mzaacentracdo de metanol
(35,04 mg/100 mL &lcool anidro), enquadrando naslegio por ndo apresentar
cobre e pelo teor alcodlico de 39,71% viv.

Palavras-chave: Batata. Amiloglicosidase. Hidrobseimatica. Fermentacéo.
a- amilase



GENERAL ABSTRACT

This study was performed with the objective of eadihg the feasibility
of using potato pulp for the production of vodkadiatill-rectified alcoholic
beverage. The first stage was characterizing th@at@opulp, verifying the
presence of large amounts of starch, which coulddesl for obtaining sugars
for the alcoholic fermentation. The potato pulp wasbmitted to different
proportions with water and, later, underwent anyeratic process with two-
amylase enzymes and amyloglucosidase enzyme ierdgiff concentrations,
varying the time of the second stage of hydrolydis. verified that the highest
concentrations of pulp/water (0.1502 g dry mattevéger), enzyme (6.5 mL/kg
of dry matter) and time (11.04 h) resulted in tlestitreatment condition. The
hydrolyzate obtained was used for fermentation i@ treatments, first
containing only hydrolyzed medium with 11 °Brix atite second hydrolyzed
medium supplemented with sucrose with 17 °Brix. lbath treatments we tested
three strains abaccharomyces cerevisigeast, baking pressed yeast, CA11 and
CAT1. The yeast was selected due to the higher ersion factor (0.47 g
ethanol / g ART), efficiency (89.39 %) and ethapeabductivity (5.92 g/Lh).
Two consecutive distillations were performed, tingtin copper distiller and the
second in a glass column. The final alcoholic liid& was diluted with purified
water to set the alcohol concentration (36 57% \day was submitted to
filtration through commercial activated carbon. @wtary analyzes were
performed on the filtered distillate. The analysbswed that the beverage did
not fit the established legislation, presentinghkigsecondary compound sum
value (148.33 mg/100 mL anhydrous alcohol) and drigboncentration of
methanol (35.04 mg/100 mL anhydrous alcohol),riiitthe legislation for not
presenting copper and for the alcohol content 6fB% vi/v.

Keywords: Potato. Amyloglucosidade. Enzymatic higbis. Fermentationa-
amylase.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

No Brasil, a bebida alcodlica é definida como urodpto refrescante,
aperitivo ou estimulante destinado a ingestdo hanran estado liquido, sem
finalidade medicamentosa e contendo mais 0,5% éomende alcool etilico a
20 °C. E exigido, ainda, que o &lcool etilico seja petae obtido por
fermentacao ou por destilo-retificacdo de mostméstado (BRASIL, 1997).

As bebidas alcodlicas sempre ocuparam lugar deaglestnas mais
diversas civilizacdes. De acordo com a AssociaBé&asileira de Bebidas
(ABRABE), o0 mercado de bebidas no Brasil possuifatnramento de R$ 8
bilhdes anuais, dos quais R$ 2 bilhdes correspondebebidas alcodlicas
destiladas. O setor responde por 60 mil empregatodi e outros 240 mil
empregos indiretos (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE BEBISA ABRABE,
2014).

A vodca é uma bebida destilo-retificada, tradiciomente é mais
consumida em paises com clima frio, porém, seuunasno Brasil tem
crescido de forma bastante expressiva. A vodeatée os destilados, a bebida
mais consumida no mundo, sua producdo anual ndl Bi&mpassou os 25
milhdes de litros em 2002 com perspectivas de edmnno mercado
internacional e brasileiro (ABRABE, 2014).

As matérias primas tradicionais para a sua prodsgio os cereais,
especialmente milho e trigo (LACHENMEIER; SCHMIDT;
BRETSCHNEIDER, 2008). Outras matérias primas podsen também,
encontradas nos rotulos dos frascos, como a batetaco ou beterraba
(LACHENMEIER et al., 2003).
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O estado de Minas Gerais é lider na producdo dmtabab Brasil,
destacando-se como principais regides o Alto darRdba e o sul do estado
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA 4BGE,
2012). Estima-se que do total da producdo de hatlaa 28% sao
desclassificadas, para o comércio ou rejeitadawiheita, por falta de tamanho
adequado, ou por apresentarem defeitos externdarms mecanicos.

Uma das alternativas de aproveitamento dessasspedi@a excedente de
producdo poderia ser a utilizacdo de batatas padugéo de vodca. Aliado ao
conhecimento do processo de hidrélise enzimatica atoidos em acglcares
fermentesciveis, poderia se obter um processo igeksgsropiciando, assim, a
transformacéo desta matéria-prima em uma bebiddadescomo a vodca, de
maior valor agregado.

Objetivou-se neste trabalho estudar o processorattugio de vodca
baseando-se na batata cultivar 4gata, como aliena¢ aproveitamento de

perdas e excedentes de producao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bebidas alcodlicas

As bebidas alcodlicas sédo classificadas, segurdgiglacdo brasileira
em: fermentadas (cerveja e vinho), por misturasorliamargo e aperitivo,
aguardentes composta e bebidas mistas), desti(gdabaca, rum, uisque e
conhaque) e destilo-retificadas (vodca e gim) (AQONE et al., 2001).

2.2 Bebidas destilo-retificadas

As bebidas destilo-retificadas sdo obtidas do ¢taeoalta pureza,
denominado de alcool etilico potavel de origemcadgi Nessa classe encontra-
se a vodca, que é, normalmente, produzida, medeamtituicdo deste alcool
etilico potavel com agua, o Gin, Genebra e Stemhage é o alcool etilico
potavel odorizado com zimbro. Outras bebidas defasse sdo: Agquavit,
odorizada com alcaravia e anis, Corn aromatizada fubstancias naturais de
origem vegetal. Sdo bebidas, normalmente, incol@esdo passam por
envelhecimento (ALCARDE, 2010).

2.2.1 Vodca

Vodca € uma bebida originaria da Polénia e da Bjud¢endo sido
desenvolvida, provavelmente, no século XIV. No k&&\VIl, espalhou-se por
toda Europa oriental e no século XVIII foi desemiddd um método de
purificacdo do A&lcool utilizando carvao oriundo tmha. Atualmente, é

produzida em diversos paises do mundo, porém asamanais famosas sao
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produzidas na Europa oriental. E a bebida destiifieada mais consumida no
mundo (ALCARDE, 2010).

E uma bebida incolor, produzida por fermentacdoestildcdo de
cereais, batata, beterraba sacarina, uvas, ou otan(liACHENMEIER et al.,
2003).

Apenas o etanol produzido de matérias acucarademmildceas sera
permitido para consumo humano. Etanol sintético @apermitido para o
consumo humano, independentemente do seu grauiflegudo (LEGIN et al.,
2005).

E uma bebida obtida considerando dois produtoselptgsrados, o
alcool etilico potavel de origem agricola ou desdtl alcoolico simples de
origem agricola retificado.

O alcool etilico potavel de origem agricola é odpito com graduacéo
alcodlica minima de 95% vol., a 20°C, obtido pedatilio-retificacdo de mosto,
proveniente, unicamente, de matéria-prima de origgricola, de natureza
acucarada ou amilacea, resultante da fermentacaédlish, como também o
produto da retificacdo de aguardente ou de destédwbdlico simples. Por sua
vez, destilado alcoodlico simples de origem agriéldefinido como o produto
com graduacao alcodlica superior a 54 e inferi@b% vol., a 20°C, destinado a
elaboragdo de bebida alcodlica e obtido pela deatil simples, ou por destilo-
retificacdo parcial seletiva, de mosto ou subprmdotoveniente unicamente de
matéria-prima de origem agricola de natureza agdeapu amilacea, resultante
da fermentacéo alcodlica (BRASIL, 2009).

Sua qualidade depende, fundamentalmente, da pdicezizool potavel.
Por esse motivo a matéria prima e o processo deefgacdo tém menos
influéncia na qualidade da bebida do que o grawetifiicacéo necessario para a
obtencéo da pureza desejada, o &lcool etilicot#&dtvacom carvéo ativado para

diminuir sua concentracdo de congéneres e, cons@guente, minimizar suas
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caracteristicas sensoriais, como sabor da maténepe cor (ALCARDE,
2010).

Segundo um estudo do panorama atual do mercadactaga artesanal,
realizado pelo Servico Brasileiro de Apoio as Migd®equenas Empresas -
SEBRAE (2012), o mercado de bebidas alcodlicas nasiBé representado por
bebidas destiladas (como cachaca, whisky e voddefneentadas (cerveja e
vinho). Em relacdo ao volume, de um total de bill¥bes de litros, a maior
participacdo € da cerveja (88,9%), seguida pelssilatos (7,5%), ficando o
restante do mercado para as demais bebidas (3EBIRNTMONITOR, 2013).
A vodca representa 5% no mercado de destiladourgrid), e este vem
crescendo a cada ano, o bom desempenho da vodoaerado brasileiro

advém, principalmente, de seu principal public@ajue sdo jovens e adultos.
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Cachaca Conhaque Vodca Whisky Rum Outros

Participac¢io do mercado

Figura 1 Participacdo de mercado das bebidasatiessiino Brasil
Fonte: Euromonitor (2013).

2.3 Legislacéo Brasileira

Segundo instrugdo normativd 78, de 24 de abril de 2008 (BRASIL,

2008), estabelece os padrdes de identidade e adeligpara vodca, o



19

regulamento técnico aplica-se a vodca comerciaizach todo o territério
nacional.

Vodca é a bebida com graduacao alcodlica de 38/ volume, a
20 °C, obtida de alcool etilico potavel de origegriala, ou destilados
alcodlicos simples de origem agricola retificads®guidos ou nao de filtracao,
por meio de carvao ativo, como forma de atenuaaoacteres organolépticos da
matéria-prima original, podendo ser aromatizada ecoiwstancias naturais de
origem vegetal e adicionada de aglcares até2 g.L

Sera denominada de vodca (vodka ou wodka) a beb&fzarada por
meio de processo tecnoldgico adequado que assegsig apresentacdo e
conservacao até o momento do consumo ou que tafthadicionada de aroma
natural que ndo altere a sua coloracao original.

Os ingredientes utilizados na producado da vodca séo

a) ingredientes basicos - alcool etilico potavel digemn agricola ou
destilado alcodlico simples de origem agricoldicetilo;
b) ingredientes opcionais - aroma natural, 4gua eaa€sic

— a agua utilizada devera obedecer as normas e abepa
aprovados em legislacdo especifica para agua paaestar
condicionada, exclusivamente, a padronizacdo daduggdio
alcodlica do produto final;

— 0 aclUcar aqui permitido é a sacarose, a qual podera
substituida total ou parcialmente por frutose, osalt acUcar
invertido, glicose e seu xarope;

— a soma do coeficiente de congéneres (acidez vodddigidos,
ésteres, alcoois superiores, expressos pelo sdmattiys

mesmos, e furfural, todos expressos em miligran@scpm
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mililitros de alcool anidro), devera possuir umorainaximo de
50 mg/ 100mL de alcool anidro;

— 0 éalcool metilico devera possuir um valor maximo 2@
mg/100mL de alcool anidro;

— concentracdo de cobre (Cu) ndo deverd ser sugeBang.L-1

alcool anidro.

2.4 Producéo de etanol de matéria prima amilacea

Matérias amilaceas sado viaveis como substratos deripon ser
utilizadas como potenciais matérias primas paradatacdo visando a producao
etanol. Isso ocorre pelo enorme valor destes miercomo fonte de
carboidratos para processos biotecnoldgicos, prmosvpor microrganismos
e/ou enzimas.

A producado de bebidas alcodlicas, com base em iasgnimas ricas
em amidos, data de muitos séculos. A escolha dériagirima leva em conta a
exploracdo das potencialidades de recursos disgisniem cada lugar e os
habitos alimentares de cada regido. A Escandindiiza batata e outros cereais
para produzir sua Akvavit (aguardente), o saqué&, alientais, tem na sua
composicdo o arroz, no México, o agave serve dedgnte para producdo da
famosa tequila. Em comum, essas bebidas tém od&ateerem originadas de
amido (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS PRODUTORES DE AMIDDE
MANDIOCA - ABAM, 2006).

Segundo Venturini Filho (2005), sdo necesséariagqesapas principais
para a producdo de alcool com base no amido: #iga¢éo do amido com a

posterior sacarificacdo a acUcares, a fermentd¢édliza e a destilagédo.
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2.4.1 Batata

A batata é originaria da América do Sul, provaveiteada Cordilheira
dos Andes, entre Peru e Bolivia (FILGUEIRA, 2003B)i levada para a
Espanha em 1570, ha relatos de uma segunda indmdwgn 1590, na
Inglaterra. Apds 200 anos ela se tornou um alimbeagico na Europa, sendo
introduzida em todos os continentes (FILGUEIRA, 200

E uma planta dicotiledénea, pertencente a fanSiilanaceaegénero
Solanum que contém mais de 2.000 espécies, incluindmje&i e tomate,
embora pouco mais de 150 sejam produtoras de tbérd\ batata cultivada
no Brasil pertence a espéc&olanum tuberosumque é dividida em duas
subespéciess. tuberosum sspubersum e S. tuberosum ssp. andigeseado a
dltima cultivada nas regibes andinas. As batatajg, éim dia, possuem em seu
genoma varias caracteristicas de outras espécies,s§o adquiridas por
cruzamentos artificiais (LOPES, 2012). Aproximadatee 200 espécies
silvestres e 20 cultivadas sdo conhecidas. A es@aanum tuberosum ssp
tuberosunmé a mais importante economicamente, cultivada eifo, penos, 140
paises (FORTES; PEREIRA, 2003).

A batateira € uma solanicea anual, herbicea qaasiia parte aérea.
Suas flores sdo hermafroditas, localizadas namidesle de um caule aéreo,
seu sistema radicular desenvolve-se superficiakneindo formado por raizes
gue se originam na base de uma haste, atingindiongidade maxima de 30-50
cm, normalmente. A planta apresenta trés tipos aides, as hastes aéreas,
clorofiladas; os estolons, subterraneos que sendelsem horizontalmente e os
tubérculos que se formam nas extremidades destaeslpo sienominados de
batata, na qual ocorre o acimulo de substanciaseskrva (FILGUEIRA,
2003Db).
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E um dos alimentos mais nutritivos para o homemmt&uo proteina de
boa qualidade e alto indice de valor biol6gico.daerdo com a Universidade
Estadual de Campinas - UNICAMP (2011), 100 g dethatrua fornecem 64
kcal, sendo composta por 14,7 g de carboidrat8sg de proteinas, 1,2 g de
fibra alimentar, 31,1 mg de vitamina C, 0,6 g deas e 82,9% de umidade, 0,1
mg de tiamina, 1 mg de niacina, 0,02 de riboflavihd mg de ferro, 39 mg de

fésforo, 302 mg de potassio e 4 g de célcio.

2.4.2 Importancia socioeconémica

A batata é uma das mais importantes culturas, adgegm producao,
em termos globais, apenas pelo trigo, milho e petoz. Entre as hortalicas
mais cultivadas no mundo, a cultura da batatdaphum tubersosum)Lmerece
destaque, de acordo com Food and Agriculture Ozgéon of the United
Nations - FAO (2013) a producdo mundial de batetas2011 foi de 374,4
milhbes de toneladas em uma area de, aproximademfi2 milhdes de
hectares. O Brasil responde por 3,53 milhdes deladas (IBGE, 2013).
Segundo o IBGE (2013), Minas Gerais é 0 maior piardmacional de batata-
inglesa, com 36,04% seguido do Parana (20,77%),P%ddo (17,68%), Rio
Grande do Sul (10,21%), Bahia (6,21) e Goias (5%).

Ainda, de acordo com IBGE (2013), citado pela Sadaedo Estado de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento de Minas Semntre as regides de
Minas Gerais que detém a maior producdo estd oddt®aranaiba (47,85%),
Sul de minas (42,06%) e Triangulo (5,39%).

E caracterizada como um alimento popular e maisuwuido no mundo
em virtude de sua composicao, versatilidade gaftnara, tecnolégica e baixo
preco. Cultivada em mais de 125 paises é consymoidam bilhdo de pessoas
em todo o mundo (ZAMBOLIM, 2011b).
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E uma importante fonte de alimento, de emprego | rerade
movimentacgdo financeira, a qual contribui paraimetacdo e estabilizacdo
social do meio rural, principalmente, nos paises dasenvolvimento
(PEREIRA; LUZ; MOURA, 2005).

2.4.3 Cultivar Agata

A cultivar Agata é de origem holandesa, obtidadzamento de Béhm
52/72 com Sirco, foi introduzida na Holanda em 199 decorréncia de suas
caracteristicas de precocidade, produtividade elexte apresentacdo dos
tubérculos, em 1999, ano de seu registro no Biatdlgrava a lista de cultivares
de nove paises europeus. Desde entdo tem sidotimacuide mais rapido
crescimento em importancia da bataticultura briagifELO et al., 2003).

A adocdo de cultivares de batata depende da sptagda as condicdes
de solo e clima, aos sistemas de producado e a@dterc

Os tubérculos sdo graudos, oval-arredondados, alfoufm amarela
aspera e rendilhada, olhos medianamente profundmsipa branca. N&o séo
indicadas para as preparacfes industriais de Hatatapois apresentam baixo
teor de matéria seca (FILGUEIRA, 2003b).

2.4.4 Amido

O amido é um tipico homopolissacarido de glicosanposto por
carbono, hidrogénio e oxigénio na proporcdo de :6:1de formula geral
(C6H1005). As unidades de glicose estdo ligada® estpelo C1 e C4, por
meio do oxigénio, formando uma ligacdo glicosidi¢a. um dos mais
importantes polissacarideos, utilizados para o zenamento de energia e é
amplamente distribuido em sementes, raizes e tlbérdbem como em caules,

folhas, frutos e até mesmo no poélen (KAUR et d&04). Distingue-se entre o0s
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demais carboidratos por ocorrer, na natureza, erticpias denominadas
granulos. E a principal substancia de reserva testas superiores, sendo
abundante em gréos de cereais (40% a 90% do pesp Bguminosas (30% a
50% do peso seco), tubérculos (65% a 85% do pes) eefrutas imaturas ou
verdes (40% a 70% do peso seco) (LAJOLO; MENEZE®ER Condicbes
ambientais, especialmente a temperatura, exercemfeitn significativo sobre
a sintese e propriedades de amidos (ZAMBOLIM, 2DR1Gs amidos de
diferentes fontes variam na sua composi¢do, (qtieditaente e
quantitativamente, bem como em algumas das supdqmtades fisico-quimicas
e funcionais (KAUR; SINGH; SINGH, 2004).

Em tubérculos de batata, 0 amido € o principakpatiarideo de reserva
das plantas; armazenado na forma de grdos nasasélidl medula e do
parénquima cortical, sendo insollvel em agua, mteestocado em grandes
guantidades (ZAMBOLIM, 2011b). O amido em tubérsulpode variar
dependendo da cultivar, da época do cultivo, didestde desenvolvimento e do
tamanho dos tubérculos entre os diferentes cuitsvétAMBOLIM, 2011a).

O amido é composto por cadeias de amilose e amtiope a amilose é
um polimero linear, constituido por unidades deogié, cada cadeia contém,
aproximadamente, 200-700 residuos de glicose (TRSKARKALAS; Ql,
2003), com ligac6es -1,4 dando origem & cadeia linear (Figura 2), andp
cerca de 15-30% do amido, enquanto a amilopectimaeéente em maior
proporcdo no amido, com cerca de 70-85% (SRICHUWGQ#I@I., 2005). A
amilopectina, além de conter cadeias linearesidesgla -1,4, também, contém
cadeias de glicose -1,6 ligadas formando uma estrutura ramificadguié 3)
(HANSEN et al., 2008).
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5 CH20H

H,OH

Figura 2 Estrutura quimica da molécula de amilose
Fonte Tester, Karkalas e Qi (2003).

Figura 3 Estrutura quimica da molécula de amilapact
Fonte Tester, Karkalas e Qi (2003).

As proporcdes em que essas estruturas aparecaentiéen relacdo as
fontes botanicas, variedades de uma mesma espétieseno em uma mesma
variedade, de acordo com o grau de maturacdo deagRENARDIN; SILVA,
2009). De acordo com Stawski (2008), para a batatanteldo de amilose é de
26,9%.

O amido é de natureza semicristalina, com difeseméveis de
cristalinidade. A cristalinidade estd exclusivareenassociada com o
componente de amilopectina, enquanto que as reg@l@orfas séo
representadas, principalmente, pela amilose (SINGaL, 2003).

A digestdo do amido pela enzimaamilase depende das estruturas
cristalinas no amido, teor de amilose, tamanhoréeulo e sua forma, poros de

superficie. Entre estes fatores, a estrutura gaané@l considerada a mais
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importante na definicho da taxa e extensdo da llEdroenzimatica
(SRICHUWONG et al., 2005).

2.4.5 Gelatinizagéo

O fendbmeno denominado gelatinizacdo é quando osulgh sédo
aquecidos em agua até uma determinada temperatles incham
irreversivelmente ocorrendo a perda da cristaloiédacasionando a formacéo
de uma goma viscosa (FENNEMA; PARKIN; DAMODARAN, TM). A
gelatinizacdo, geralmente, ocorre em uma amplaafaibe temperatura
caracteristica para cada fonte de amido. Nestaem®tya, as ligacBes de
hidrogénio mais fracas entre as cadeias de angél@sgilopectina sdo rompidas
e os graos de amido, nessas regifes, comecamngester e formar solugdes,
consideravelmente, viscosas (SINGH et al., 2003).

Existem diferencas nas temperaturas de gelatirozegfie os amidos,
isto pode ser atribuido pelas diferencas no graarid@linidade existente em
cada. Elevadas temperaturas de gelatinizacdo tinredatadas em amido com
alto grau de cristalinidade, pois este proporciesgbilidade estrutural e faz
com que o granulo seja mais resistente (BARICHEIL@l., 1990).

Geralmente utiliza-se alta temperatura na gelajdia do amido, ou
seja, entre 90 e 120° C, para assegurar a getgifiizzompleta e uma hidrélise
eficiente (SRICHUWONG et al., 2012).

A gelatinizagdo permite que as enzimas penetrerimiatte nas
estruturas do amido, contribuindo, assim, para upsgdo mais eficiente
(HANSEN et al., 2008). As moléculas de amido gelatidas sdo, entéo,
simultaneamente hidrolisadas em dextrinas solUwis,virtude da acédo de
enzimas a-amilase, que serdo, ainda, mais hidrolisadas eitosgl por
amiloglicosidade durante o processo de sacarificd&RICHUWONG et al.,
2012).
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2.4.6 Hidrolise

Amido de qualquer fonte pode ser utilizado, papacglucao de aglcares
fermentesciveis, contendo glicose ou maltose, tadoguais sdo largamente
utilizados nas industrias de alimentos. Além disssies acUcares podem ser
fermentados para produzir alcool (UTHUMPORN; ZAIDWARIM, 2010). O
amido ndo esta disponivel a levedura alcodlicacessita de uma transformacao
a acUcares fermentesciveis, que pode ser realizdidando hidrélise acida ou
enzimatica. Esta etapa é imprescindivel para dibpiaar os agucares redutores
requeridos a fermentacao (BRINGHENTI; CABELLO, 2D05

Na hidrélise acida, moléculas de amido sédo despolmadas por acidos
a quente de forma aleatdria. Comercialmente, aties® acido cloridrico
diluido ao amido, ou entdo, trata-se 0 amido geanunedecido, sob agitacao,
com gas cloreto de hidrogénio, a mistura é aqueeidaque o grau de
despolimerizacdo desejado seja  atingido (FENNEMA;ARRIN;
DAMODARAN, 2010). A hidrélise acida possui a vargay de necessitar de
um menor tempo de sacarificagdo, porém tem, corswadéagem, problemas
como corrosdo dos equipamentos, além de gerar whegde acida que
necessita de uma neutralizagdo, para que possaissela para fins de
fermentacdo, também, pode provocar cesta destridgdoacUcares, 0 que
contribui para redugdo no rendimento do processBN(MJRINI FILHO;
MENDES, 2003). Na hidrélise enzimatica, varias evaa podem ser utilizadas,
de origem vegetal ou microbiana, estas vao agiasdlyacbes e formar glicose
com base no amido, esta tem a vantagem de getm@salle glicose que pode
ser fermentado, sem necessitar de mais trataméD®lsGADO; CASTRO;
VAZQUEZ, 2009).
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2.4.7 Enzimas

As enzimas s&do macromoléculas classificadas comateipas
globulares, que atuam como catalisadores biol6gi&d® denominadas, de
acordo com o substrato sobre o qual atuam, portartiermo amilase indica a
acdo sobre o amido, que contém dois tipos de pohsileos: amilose e
amilopectina (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

A a-amilase é uma endoenzima que cliva a moléculamdbdse e de
amilopectina internamente produzindo oligossacadd&stes podem ter uma,
duas ou trés ramificacdes 1-6, uma vez que a ereimapenas nas ligacdes do
tipo 1,4a-D-glicosidicas entre as unidades adjacentes desglina cadeia linear
de amilose. Esta enzima pode ser obtida, baseandwn¥s varios fungos,
leveduras, bactérias e actinomicetos. No entastpriacipais com aplicacdes na
industria alimentar sdo de fungos e bactérias. dviigmismos alcalofilicos, em
particular espécies d@acillus comoBacillus licheniformistém atraido muito
interesse nas Ultimas décadas, isto em razédo da@apacidade de produzir
enzimas extracelulares que séo estaveis em pHdeldBaYSAL et al., 2008;
FENNEMA; PARKIN; DAMODARAN, 2010).

A enzima amiloglicosidase (glicoamilase) é usadacembinagcdo com
aa-amilase, hidrolisa as unidades de glicose, cormidi® as extremidades nao
redutoras das moléculas de amilose e de amilpeti&sao as que estéo ligadas
por ligagbes 1-6. Ela pode hidrolisar por completoamido a glicose
(FENNEMA; PARKIN; DAMODARAN, 2010). Ao contrario deuma o-
amilase, a maioria das amilogicosidases séo, tambeépazes de hidrolisar as
ligagBesu-1,6 nos pontos de ramificacdo da amilopectina (GABHARAN et
al., 2008). As amiloglicosidases séo produzidasumorgrupo diversificado de

microrganismos, que inclui bactérias, bolores edevas, no entanto, para o uso
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comercial, as enzimas séo produzidas por espéeidspergilluse Rhizopus
(NOROUZIAN et al., 2006).

A amiloglicosidase ¢é usada sempre em amidos quemfor
despolimerizados coma-amilase, para gerar mais fragmentos e, por
consequéncia, mais extremidades ndo redutoras (EEMIN PARKIN;
DAMODARAN, 2010).

2.5 Fermentacao alcodlica

Do ponto de vista bioquimico, a fermentagdo € ummdegeral que
denota a degradacgdo anaerébia da glicose ou desauitrientes organicos em
varios produtos (caracteristicos dos organismas) plter energia na forma de
ATP (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

A fermentacdo é muito utilizada em processos imdiste tem grande
importancia em diversos setores da economia. Bortmundo, muitas empresas
fabricam produtos obtidos por meio de processandptativos, como: acidos
organicos, aminoacidos, vitaminas, biopolimero$yvestes, enzimas, bebidas
alcodlicas, alimentos, entre outros (BORZANI et 2001).

Fermentacdo alcodlica é o processo de oxidacdadaeparcial da
glicose, normalmente realizada por leveduras, pathmente, do género
Sacchoromycegor via glicolitica, a glicose é convertida enaslunoléculas de
piruvato por meio de dez reacfes catalisadas feredies enzimas. As duas
moléculas de piruvato, sob condicGes anaerébiasjescarboxiladas pela acao
da enzima piruvato descarboxilase, formando dudéaulas de acetaldeido e
duas moléculas de gas carbdnico. As moléculas etaldeido sdo reduzidas a
duas moléculas de etanol pela enzima alcool degdase (CAMPBELL, 2000;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2000; VOET; VOET; PRATT, 2000
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O processo fermentativo se inicia assim que a lezeentra em contato
com o mosto e é dividido em 3 fases: a fase pneimiou fase de pré-
fermentacdo, caracterizada pela adaptacdo dasutegeée pela multiplicacao
celular; a fase da fermentacdo principal e tumsducom desprendimento
abundante de gas e producao de etanol e faserdenficdo complementar ou
pés-fermentacéo, onde se observa a reducdo brasetividade fermentativa
(CLETO; MUTTON, 2004).

Para que ocorra uma fermentacdo vigorosa, é neesyae as
exigéncias da levedura sejam supridas e sejanzadal controles de fatores
fisicos (temperatura, pressdo osmoética), quimiqus, (aeracdo, nutrientes
minerais), organicos (inibidores) e microbioldgicdsspécie, linhagem e
concentracdo da levedura, contaminacdo bacterighajue estes afetam o
rendimento da fermentacdo e a eficiéncia da coéwede aclcar em etanol
(LIMA; BASSO; AMORIM, 2001; SCHWAN; CASTRO, 2001).

2.5.1 Microrganismos fermentadores

Os principais microrganismos utilizados na produgd® etanol
correspondem aos fungos (leveduras) e algumas risactéAs leveduras
apresentam-se normalmente sob a forma unicelulpreduzem-se geralmente
por brotamento. Elas crescem mais rapidamente gqubotores e sdo mais
eficientes que estes nas atividades metabdlicatevisluras, também, diferem
das algas, por ndo realizarem fotossintese; do®zmdrios, por possuirem
parede celular rigida; e das bactérias, pelas slimgnsfes (maiores) e
propriedades morfolégicas (VENTURINI FILHO; MENDEZX)03).

O géneroSaccharomyceg um dos grupos de microrganismos mais
estudados pela comunidade cientifica. Esse interésem funcdo da ampla
aplicacdo desses microrganismos na biotecnologiaa Hevedura tem sido

relatada como agente de transformacio desde 13IDRAETA et al., 2007). E
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considerada um microrganismo seguro (GRAS- gewyematiognized as safe) e,
por essa razao, é cultivada em escala industrialsetor farmacéutico e
alimenticio ha anos (MURPHY; KAVANAGH, 1999).

A habilidade de converter aclcares em etanol éctearstica de um
pequeno grupo de microrganismos, seSdocharomyces cerevisjagentre as
leveduras, as que mais se destacam pela alta @mdactolerancia a
concentracbes elevadas de etanol, rapido cres@mertabolizacdo eficiente
de agucares, habilidade na producédo e consumoadeletolerancia a baixos
niveis de oxigénio, osmotolerancia, tolerAncia andes variacdes de
temperatura e atividade celular em ambientes acdjdessdo fundamentais na
sua utilizacdo industrial (ANDRIETTA et al., 200BCHAWAN; CASTRO,
2001).

As levedurasSaccharomyces cerevisiaecessitam de fonte de carbono
elaborada, como glicose ou outro agucar, que mdeb®r energia quimica e o
esqueleto carbbnico de suas estruturas celularewi®@de cultura deve conter
carbono, hidrogénio e oxigénio, alem disso deveeicer nitrogénio, fosforo,
enxofre, potassio, magnésio, calcio, zinco, mangartbre, ferro, cobalto, iodo
e outros elementos em menor quantidade (LIMA; BASAMORIM, 2001).
Esses nutrientes influenciam diretamente a mutigho, o crescimento celular

e, também, a eficiéncia da transformacao de aginaicool.

2.6 Destilagdo

O vinho produzido pela levedura, durante a ferng@taé constituido
de agua, etanol em maior quantidade e diversos astogpsecundarios (BOZA,
HORII, 1998). Para atender as exigéncias legaisdgtiermina a vodca como

uma bebida com graduacéo alcodlica entre 36 e 54%odume, o vinho deve
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ser destilado com o objetivo de aumentar o tecoddilto e eliminar esses
compostos secundéarios ao méaximo, conferindo quidida produto final.

Segundo Venturini Filho e Mendes (2003), destilagdon processo de
separacdo dos componentes de uma mistura e es@dbasa volatilidade de
cada um desses componentes, em uma dada tempesapnessdo. Nesse
processo a mistura é aquecida ate a ebulicdoyaposes sdo resfriados ate sua
condensacdo. Se a mistura € composta por doisldigjiinisciveis, o destilado
sera constituido pelo liquido mais volatil.

A destilacdo é um processo para tornar mais corazinto alcool
presente nos liquidos fermentados. Por meio deléiguwido fermentado é
aquecido até ferver, primeiro o alcool entra enliedo e o seu vapor, uma vez
condensado, forma um liquido de maior concentratéodlica. E possivel o
enriquecimento continuo dos vapores em composti#eisy mediante uma
sequéncia de destilacdes, para isso se utilizacatnaa de retificacédo, a qual,
além de aumentar a concentracdo alcodlica, pertaiteh)ém, a purificacdo do
destilado (ALCARDE, 2010).

Os compostos volateis destilam segundo trés @$térponto de
ebulicdo, afinidade com alcool/agua e teor alcodlim vapor, durante a
destilacdo. Em funcdo do grau de volatilidade, stildelo € dividido em trés
fracdes: cabeca, coracgdo e cauda (LEAUTE, 1990).

A separacao das fracdes cabeca, coracao e caudateda destilacdo, é
de grande importancia na producédo de bebidas aliesilem alambiques. Ao se
separar as fracdes volateis, por meio de corteslestiiado, extraem-se os
compostos indesejaveis pela cabeca, essa fracdiesponde aos primeiros
vapores e corresponde de 1 a 10 % do volume totalegtilado, essa fracao
apresenta elevada graduacéo alcodlica (65-70%at@lete € rica em ésteres,
aldeidos, metanol, acetato de etila e outros comgomlateis (CARDOSO,
2013).
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A fracdo coragdo corresponde ao destilado desejado, limite de
recolhimento depende do teor alcodlico desejada paroduto final. A fragdo
cauda é, também, denominada de “agua fraca”, pamele a 10% do total a ser
destilado, constituida por elementos mais pesadesos volateis que o etanol e
com maior afinidade pela agua, tais como, furfueraldlcoois superiores
(CARDOSO, 2013).

A destilacdo pode ser conduzida em alambiques atiladores de
coluna de varios tipos e tamanhos.

A otimizagdo das condi¢cdes da operacgéo de destila¢@indamental na
obtencdo de uma bebida de boa qualidade, poistéadés além de separar,
selecionar e concentrar pelo uso do calor os coemes do vinho, ainda,
promove algumas reac¢des quimicas induzidas peto. &dsim 0os componentes
volateis presentes, inicialmente, no vinho podememiar, diminuir ou, ainda,
originar novos componentes (GUYMON, 1974).

Os aparelhos de destilacdo usados na obtencadidadeestiladas séo,
na maioria, construidos com cobre, isso por passugaracteristicas de ser um
metal bem maleavel, bom condutor de calor, resistem desgaste fisico
(LEAUTE, 1990).

A dupla destilacdo é um processo que consiste dalizae duas
destilacdes sucessivas, que podem ser efetuadas enesmo alambique ou em
alambiques diferentes. A dupla destilacdo promowbtancdo de uma bebida
com qualidade superior as que sdo obtidas por unita @estilacdo. A dupla
destilacdo separa compostos indesejaveis, comddegdas, metanol, acido
acético, carbamato de etila e outros compostodeislgue sdo prejudiciais a
gualidade sensorial da bebida e a salde do comsunfdOGUEIRA;
VENTURI FILHO, 2005).

2.7 Filtracéo
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No processo de producdo de vodca, ela é tratadaceordo ativado,
para diminuir sua concentracdo de congéneres segoantemente, minimizar
suas caracteristicas sensoriais. Esse processo g@mddeito, mediante a
dispersdo e agitacdo de carvdo ativado na bebigasterior filtracdo ou
mediante a circulacdo continua desta por carvaadatiempacotado em colunas
de desodorizagéo.

Os efeitos na reducdo de congéneres da bebida digpedo tipo de
carvao ativado utilizado. Normalmente os produtotdzam varias colunas de
depuracdo do alcool potavel, preenchidas com difesetipos de carvao
ativados (ALCARDE, 2010).

2.8 Compostos secundarios

Durante o processo de fermentacdo alcodlica, ocarguebra dos
aclcares contidos no mosto para a formacdo delaitico e didxido de
carbono. Além desses, hd normalmente a presengagienas quantidades de
outros componentes, 0s quais recebem a denomidacfmdutos secundarios
da fermentacéo alcodlica (CARDOSO, 2013).

No caso das bebidas destiladas, estes compostrsiang sdo formados
por meio de rotas quimicas ou bioquimicas durant@p@&s a fermentacao
alcodlica (NYKANEN; NYKANEN, 1991). As bebidas alglicas destiladas
contém um grande nimero de subprodutos volatass,ctano, os ésteres, 0s
alcoois, os acidos graxos, os aldeidos entre ouosontelldo e composicao
desses compostos volateis dependem das condi¢cdesramtacédo e destilacao,
mas, principalmente, do tipo de matérias-primdgzatias (BRERETON et al.,
2003).

Os aldeidos s&o compostos altamente volateis eugrssodor

penetrante, afetando o aroma das bebidas alcq@@a<o-produtos normais da
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fermentacao alcodlica e a formacao desse tipo ohpasto é resultado da acéo
de leveduras, durante os estagios preliminares rcegso fermentativo,
formados pela oxidacdo parcial de alcoois primartasnbém, podem ser
formados pela degradacdo de aminoacidos ou autlagit de acidos graxos.
Por isso um grande numero de aldeidos tem sidaifidado nas bebidas
alcodlicas, mas o principal aldeido relacionadoeidnéntacdo alcoodlica é o
acetaldeido, que representa mais de 90% da coac&attotal dos aldeidos em
bebidas (CARDOSO, 2013; NYKANEN, 1983; NYKANEN; NYWEN,
1991).

Na constituicdo de compostos de sabor das bebéditadas, os alcoois
superiores influenciam, significativamente, nasacwristicas do sabor das
bebidas. Esses séo produtos metabdlicos decorrafiesrescimento de
leveduras e aproveitamento de aminodcidos comee fdet nitrogénio. Sua
formacdo depende das condigBes do meio de ferndentam quantidade e
viabilidade do inéculo, da temperatura, do teoodico final do vinho, entre
outros fatores (LEAUTE, 1990). O &lcool isoamiliéoo principal &lcool
superior formado, durante a fermentacao e, depedodimbebida, pode perfazer
40-70% da fracao de alcoois superiores (CARDOS@3R0

Os ésteres sao resultantes da fermentacdo, dalackstie do
envelhecimento. Estes sdo responsaveis pelo odadagl das bebidas
envelhecidas (ABBAS, 2006; NYKANEN; NYKANEN, 1991%40 formados
pelo metabolismo intracelular das leveduras, derarfermentagcédo e, em menor
escala, por reacdes de esterificacdo que ocorree @ltoois e acidos
carboxilicos durante o envelhecimento da bebidaRBASO, 2013).

A maior parte dos ésteres € constituida por éstales etila
(aproximadamente 80%), formados por reagfes enzesala levedura, durante

a fermentacéo e destilados junto com o etanol (CBBO, 2013).
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Os acidos carboxilicos sdo compostos normais danefgacéo,
produzidos pelas leveduras ou bactérias, provessedé contaminacgdo, eles
contribuem para o aroma das bebidas destiladasfuegiio de seu aroma
caracteristico, além de serem fixadores de varimmpostos aromaticos.
Juntamente com os alcoois superiores confere carpebida (CARDOSO,
2013; LEAUTE, 1990).

Além do &cido acético e lactico, que sdo subpradutormais da
fermentacdo alcodlica, também, estdo presentescidsesaférmico, butirico,
propidnico e outros em quantidades menores (CARDCGBM3; NYKANEN;
NYKANEN, 1991).

O é&cido mais comum e abundante em bebidas destildda acido
acético (NYKANEN, 1986). Tal acido é responsavel 50 a 90% do contetido
total de acidos volateis, sendo formado, princialt®, baseando-se no etanol
em uma reacdo oxidativa, na qual o acetaldeido etmo intermediario
(MANFROI, 2010).

A presenca de cobre nas bebidas destiladas tenusidins problemas
na sua producdo, pois, desde o inicio da produgidabidas fermento-
destiladas, o cobre é o material mais utilizado grasstrucdes de alambiques,
em virtude das inUmeras vantagens que apresenta &oesisténcia a corrosao,
boa conducéo de calor, além de reagir com algumpaoentes do vinho e atuar
como catalisador, em reacdes altamente favorasetamacteristicas sensoriais
da bebida (LEAUTE, 1990).

Durante o processo de destilagdo, ou durante octeamp que o
alambique nao esta em uso, ha formacao de “azidhéarbonato basico de
cobre) nas paredes internas. Essa mistura solu€@Cu(OH),] é dissolvida
pelos vapores alcodlicos acidos, sendo respongdelal contaminagdo do

destilado. A bebida destilada produzida em alangdsigle cobre pode provocar
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problemas a salde, quando este elemento ocorreoroertracdes elevadas
(LIMA-NETO et al., 1994).

Esse elemento tem seu limite maximo estabeleciddsemg.L?, de
acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaridleastecimento (MAPA).
Sua concentragdo pode ser controlada facilmentnt@da com higienizacéo
correta e constante, por isso, a primeira destlagie ser feita com &gua, de
modo a eliminar todos os residuos de cobre e imgress utilizados na limpeza
(BOZA; HORII, 2000).

O metanol (CHOH, alcool metilico) é um liquido incolor a tempera
ambiente, com um odor suave. E um &lcool indesejdas bebidas, é um
material altamente toxico e inflamavel, cuja in§esbu inalacdo pode causar
cegueira ou ate a morte. Originado da degradacgmeckina, sua molécula é
formada pela associacdo de centenas de moléculasidte galacturdnico, que
possuem fragmentos de moléculas de metanol, as g@iailiberadas durante o
processo de fermentacdo (CARDOSO, 2013; GEROYIANNAKal., 2007).
Os limites maximos tolerados para o metanol, emdasb sédo fixados pela
legislacao brasileira em 20 mg/100 mL de alcoodmmipara aguardentes e
outras bebidas destiladas e 0,35gplara vinhos (BRASIL, 1974, 1988).

Os acucares residuais e 0s compostos sulfatadosmpaogbfrer
transformacdes quimicas, durante o aquecimento idiboy no alambique,
afetando a qualidade da bebida, formando compastissejaveis como o
furfural. A sua formacao é evitada pela destilagdwinho limpo, ou seja, livre
de substancias organicas em suspensdo (CARDOSB), 201
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RESUMO

A batata Solanum tuberosum )Lcontém cerca de 70 a 80% de
amido em base seca. Pelo alto teor de amido, ela per utilizada em
processos fermentativos, para producdo de vodceaoseecessario,
entretanto, hidrolisar o amido, originando assiincages fermentesciveis.
Objetivou-se neste trabalho otimizar o processdidedlise do amido
quanto a concentracdo de polpa de batata/agu®8),09.1; 0125; 0,14 e
0,1502 g matéria seca/ g dgua), concentracdo dmam@niloglicosidase
(1,5; 2,5; 4,0; 5,5; e 6,5 mL/ Kg matéria secapaainpo de reacédo (0,96;
3; 6; 9 e 11,04 horas). Para isso, foi realizadadetimeamento composto
central rotacional (DCCR) com um total de 17 traatos. As variaveis
dependentes analisadas foram a concentracdo dareguiedutores (AR)
e a eficiéncia da hidrdlise (%). A concentracaau@enilase e seu tempo
de reacdo foram mantidos constantes em 7,5 mL/kpatéria seca e 2
horas de reacdo. Os resultados demonstraram qoeda&&o Otima para
hidrélise foi obtida utilizando pontos maximos pasaparametros polpa
de batata/agua (0,1502g matéria seca/g agua), rdoac&o de
amiloglicosidase (AMG) (6,5 mL/Kg MS) e tempo (1dras). O estudo
da otimizacdo da etapa de hidrélise do amido mesteoimportante para
aumentar a producao de acUcares redutores e @énefecido processo.

Palavras-chave: Sacarificacdo. DCCR. Amilase. Aglitosidase.



47

1INTRODUCAO

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geogmfizstatistica -
IBGE (1999), Minas Gerais € o maior produtor naaiate batata inglesa,
com 36,04%. Entre as regides de Minas Gerais q@@mdea maior
producdo estd o Alto do Paranaiba (47,85%), SWMitas (42,06%) e
Triangulo (5,39%).

A batata € uma matéria-prima rica em amido, podsuam media
65% a 85% do peso seco segundo Lajolo e Menez@6)(20

Na producdo de uma bebida, utilizando o amido cfonte de
carbono, é necessario o processo de hidrélise ¢este obtencdo de
glicose, maltose e outros acglcares assimilaveigodca é uma bebida
que pode ser obtida de matéria-prima amildcea camdatata
(LACHENMEIER et al., 2003).

Contudo, o amido néo € diretamente fermentesaieekessitando
de uma hidrélise prévia de suas cadeias. Essalis@ode ocorrer de
duas maneiras, usando-se tratamento acido (que ssiecede
neutralizacdo posterior para fins de fermentacdtamento enzimatico,
qgue apresenta vantagens sobre o0 acido por sersaiais/o, gastar pouca
energia e ndo gerar produtos indesejaveis, gerglctiise que pode ser
diretamente fermentada sem mais tratamentos (CURVEANTANA;
EHRHARDT; TAMBOURGU, 2010; DELGADO; CASTRO;
VAZQUEZ, 2009).

A gelatinizacdo do amido deve ocorrer, antes denggar a

hidrélise, ela é estimulada a uma temperatura ééeva altera a
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conformacdo da molécula, facilitando a acdo dasmasz assegurando a
total hidrdlise e eficiente fermentacdo (SRICHUWOBKGI., 2009).

A hidrolise enzimatica pode ser realizada por eagiammiloliticas
como aa-amilase e amiloglicosidase em duas etapas: aféigiée e a
sacarificacdo. No processo de liquefagcdo, os goédnde amido sé&o
dispersos em solugcdo aquosa, aquecidos (causamdtatnizacdo) e
hidrolisados parcial e irreversivelmente, com aoxda a-amilase que é
uma enzima que age apenas nas ligacdes do tipe-D;glicosidicas
entre as unidades adjacentes de glicose na cadei lde amilose
(FENNEMA; PARKIN; DAMODARAN, 2010).

Apés a liquefacdo, a solucdo de maltodextrina éohghda em
glicose por uma enzima desramificante, atuandoes@w ligacOes
glicosidicasa-1,6 da amilopectina. O resultado dessa segungem &ta
uma solucdo de sacarideos de baixa massa molemna glicose e
maltose.

A concentracdo de enzimas, 0 tempo e a proporcgmiga séo
fatores fundamentais na hidrolise de derivados &mmds, sendo
importante encontrar valores O6timos para essasAwas para uma
hidrélise eficiente (MAAREL et al., 2002).

Muitas condi¢des diferentes desse processo podentikzadas,
a metodologia de planejamento experimental junténesm a analise de
superficie de resposta, € uma ferramenta que felinéarmacdes seguras
e, assim, € possivel determinar condigbes Otimas pdacesso
(RODRIGUES; IEMMA, 2005).



49

Este trabalho foi realizado com o objetivo de ateni o processo
de hidrélise enziméatica da polpa de batata visamdonentar a

concentracdo de acucares fermentesciveis.
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2 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foiconduzido no laboratério de Engenharia de
Bioprocessos e Produtos vegetais do Departamentci€lecia dos

Alimentos, da Universidade Federal de Lavras.

2.1 Matéria-Prima

A matéria-prima foi composta por tubérculos de taaf@olanum
tuberosum 1), cultivar Agata, adquirida no comércio local ddade de
Lavras/MG. A matéria-prima foi caracterizada porionde analises
fisico-quimicas realizadas no Laboratério de ProsluvVegetais do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Univeded&ederal de

Lavras, todas as analises foram realizadas erncéial

2.2Preparo da matéria-prima

As batatas foram, inicialmente, lavadas em Aaguaewnts,
descascadas manualmente e, por ultimo, trituradasliguidificador
industrial (Poli modelo LS-06, Brusque/Brasil). Apa trituracdo, o lote
de material foi homogeneizado e armazenado em gdé@sticos de PVC
a -18°C até o momento do uso. As amostras foranpapadas,

separadamente, em lotes de 1 kg de batata cada.
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2.3Enzimas amiloliticas

Foram utilizadas duas enzimas amiloliticas, umaamilase, que
quebra ligacdes-1-4 e uma exoamilase, que quebra ligagtgst ea-1-
6. A endoamilase usada foi a enzimamilase Termamyl 2X, produzida
por cepas ddacillus licheniformis que possui atividade enzimatica de
240 KNU-T/g e a enzima amiloglicosidase AMG 300koguzida por
cepas déspergillus nigercuja atividade enzimética € de 300 AGU/mL,

cedidas pela Romerlabs (Campinas/SP).

2.4 Caracterizagdo matéria-prima

A polpa da batata, sem a casca, foi caracterizatia teor de
umidade, matéria seca, teor de amido e composigivesimal. A

metodologia utilizada € descrita a seguir:

2.4.1Umidade

A umidade foi determinada, gravimetricamente, sggmgem em
estufa a 65C até peso constante, segundo o método da Associafti
Oficial Analytical Chemistry - AOAC (1990).

2.4.2Extrato etéreo

A determinacdo do extrato etéreo foi realizada extra®r
Soxleth, utilizando éter para a extracdo, segundonétodo da AOAC
(1990).



52

2.4.3Cinza

Foi determinada por incineracdo em forno mufla @ %% por um
periodo suficiente para queima de toda matérianicgA segundo o
método da AOAC (2000).

2.4.4Fibra alimentar

O teor de fibras foi determinado pela hidrolisedaciseguida de

hidrélise alcalina, conforme metodologia da AOAGYQ).

2.4.5Proteina

O teor de nitrogénio foi determinado pelo métodoKgedahl,
segundo AOAC (1990). Para a converséao do nitrogémigoroteina bruta

utiliza-se o fator de conversao de 6,25.

2.4.6Amido

O amido presente na batata foi determinado, segoréodo de
Somogy adaptado por Nelson (1944), onde foi reddiza extracdo, pela
adicdo de 0,5 g de carbonato de célcio (CQ@Q g de amostra seca em
80 mL de alcool etilico 70 °GL, posteriormenteaasistura foi levada ao
banho-maria por 1 hora e depois permaneceu emsegoar 15 horas.
ApOs o repouso, o residuo foi lavado e filtrado cmerca de 30 mL de
alcool etilico 95 °GL. O residuo sélido foi utilda na determinacéo de
amido. Na etapa de hidrélise, o residuo sélidarfisturado com 80 ml de
agua destilada, trés gotas de solucdo de hidraeddio (NaOH) 10 %
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e autoclavado (120 °C/1 h). Em seguida, foram adados 2,5 mL de
acido cloridrico (HCI) concentrado e, novamentépeavado (120 °C/30
min). Apos resfriar, as amostras foram neutraligggéal 7,0) com NaOH
10 % e 50 % e o volume foi completaplra 100 mL com agua destilada e
filtrado. O desproteinizado foi formado pela miatge 3 mL de filtrado, 9mL
de agua destilada, 1,2 mL hidréxido de bario (Ba¢pia,3M e 1,2 mL de
sulfato de zinco (ZnSf 5 %. Posteriormente, foi realizada uma novaafjifio
dessa mistura. Para determinagcdo do amido, ungaotdi de 2 mL do
desproteinizado foi retirada, para reacdo com 1 ulh reativo de Somogyi,
também, chamado de reativo clprico (mistura de R5lenreativo A e 1 mL de
reativo B). As amostras foram levadas para banh@anm@or 20 minutos e
imediatamente resfriadas em banho de gelo. Emdagiai acrescentado 1mL
do reagente de Nelson, também, chamado de reatsemémolibdico e 6 mL de
agua destilada. A absorbancia foi medida em eggetimetro (Cary 50
Probe® da Varian) com comprimento de onda de B @ mexpressos em g/100

g de amostra em comparacao com a curva padraacdse|

2.4.7Pectina total e soluvel

Foram extraidas segundo a técnica descrita por &&dyr e
McComb (1952) e determinadas, colorimetricamengguisdo Bitter e
Muir (1962), sendo os resultados expressos em négide galacturdnico

por 100 g de extrato da polpa de batata.
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2.4.8Acucares redutores (AR) e redutores totais (ART)

Os acucares redutores e redutores totais foramndatalos pelo
método de Somogyi adaptado por Nelson (1944). irkeifoi realizada
em espectrofotdbmetro a 510 nm, com sistema comiizado.

2.5Pré-teste da hidrolise

Com intuito de definir os melhores intervalos deéuds da
proporcdo de polpa/agua e dos tempos de tratanaeséoem utilizados
no planejamento, foi realizado um preé-teste dadhig#, cujos valores de
concentracdo das enzimas foram fixados. Forands@ proporcdes de
polpa/agua (0,092; 0,125 e 0,142 g matéria secp/g)& foram retiradas
amostras ao longo de 13 horas de tratamento.

A primeira etapa do processo de hidrolise foi raala com
enzimaa-amilase (Termamyl 2X), na proporcdo de 7,5 pL/grageria
seca (2,25 KNU/g de substrato em base seca) euadgegom a enzima
amiloglicosidase (AMG 300L), na proporcédo de 4 utiggmatéria seca
(1,2 AGU/g de substrato em base seca) (PAVLAK; ABRHEMA,
CARREIRO, 2011).

Na primeira etapa da hidrdlise, a mistura teve acphiigido para
faixa 6tima de atuacdo da enzimamilase, entre 6,0 e 6,5 utilizando
NaOH 2N. A mistura foi, inicialmente, aquecida eambo- maria modelo
Tecnal, com agitacdo a uma temperatura de 90°C,1pbora, para
gelatinizacdo do amido. ApOs esse tempo, adici@@o@d enzimao-

amilase na concentracgdo citada acima e incuboursistara por 2 horas
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a 90°C. Em seguida, os erlenmeyers, contendo aturass foram
resfriados e amostras foram retiradas para andsegUcares redutores
(AR) e redutores totais (ART).

Na segunda etapa, ajustou-se o pH para condic@emsoda
enzima amiloglicosidase, entre 4,0 e 4,5 adiciondt@l 2N. Adicionou-
se a amiloglicosidade e a mistura foi incubada €6@mostras foram
retiradas a partir de entdo de 2 em 2 h para detecdo das curvas
cinéticas de AR e ART. Considerando os dados, pedeefinir o
intervalo de tempo e a proporcdo de polpa/aguareansetilizadas no

planejamento.

2.6 Otimizacao da hidrolise enzimatica

2.6.1Pré-sacarificacao

A matéria-prima processada foi acrescida de agsaraporcoes
referentes ao planejamento experimental (Tabektignsferida para os
erlenmeyers. O pH foi ajustado para 6,0 e 6,5zatlilo-se NaOH 2N. As
amostras foram aquecidas, gradualmente, até 96i®aeho-maria com
agitacdo de 150 rpm. A temperatura foi mantida yooa hora para a
gelatinizacdo do amido. Apos o tempo de gelatidiaa@ enzimao-
amilase (Termamyl 2X) foi adicionada em uma coneedio de 7,5 plL/g
de massa seca de acordo com metodologia propost@aptak, Abreu-
Lima e Carreiro (2011). Os erlenmeyers, contend@araestras, foram

resfriados para 6fC e, em seguida, foi realizada a etapa de sacayéic
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2.6.2Sacarificacao

A etapa de sacarificacdo foi investigada, realipasel um
delineamento composto central rotacional (DCCR)n doés variaveis
independentes (quantidade de amiloglicosidase,lagée de sdlido e
liguido e tempo), totalizando 17 tratamentos. Asiave@is respostas
foram acucares redutores e eficiéncia. Os limitas dariaveis estdo
apresentados na Tabela 1 e sdo semelhantes aastpsopor Duvernay
et. al. (2013). Os resultados foram analisadodizartido o programa
Statistica 8.0 (STATSOFT, 2008), considerando-se uel de

significancia de 95%.

Tabelal Relacdo entre valores codificados e deaisvariaveis independentes

do DCCR
Niveis Amiloglicosidase? Tempo (h) Sélido/liquido?
(X1) (X2) (Xa)
-1,68 15 0,96 0,0998
-1 2,5 3,00 0,1100
0 4.0 6,00 0,1250
1 55 9,00 0,1400
1,68 6,5 11,04 0,1502

ImL/Kg de massa seca; 2 (g/g) Considerando massmeenseca.

Na etapa de sacarificacdo, o pH foi novamente ajosinas
condicdes otimas da enzima amiloglicosidase, eh@e 4,5, utilizando
HCl 2N e a temperatura foi ajustada para-60 Os tempos de cada
hidrélise variaram de acordo com planejamento.

Foram retiradas amostras em triplicata nos tempos30 e ao
final do tempo proposto para cada tratamento. Raativacdo das

enzimas, as amostras coletadas foram colocadaseno lne gelo por 5
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minutos. As amostras foram centrifugadas (3000 gmiB) e os
sobrenadantes removidos e armazenados a -18°Capaamalises de

acucares redutores.

2.6.3Analises
2.6.3.1Acucares redutores (AR) acucares redutores totaifART)

As concentragfes de AR e ART foram determinadasgcdedo
com o método DNS (acido 3,5 dinitrossalicilico)pmosto por Miller
(1959). Para analise de ART, as amostras antesagg@gem com o acido
3,5 dinitrossalicilico, eram hidrolisadas com H®I,2m &agua fervendo
por 5 min e, em seguida, resfriadas e neutralizadas NaOH 2N. As
leituras da absorbéncia das amostras foram efetuaéan
espectrofotbmetro modelo Fento 700s, a 540 nm. Ramar o
espectrofotdbmetro, preparou-se um branco em quaume da amostra
foi substituido por agua destilada. Para o calddoAR e ART, foram

feitas curvas de calibracdo com glicose e sacaresgectivamente.

2.6.3.2Rendimento tedrico da hidroélise

A eficiéencia do processo foi calculada sobre a tidade de
amido na matéria-prima que entrou no processon@mento tedrico da
hidrélise (YTEORICO) do amido foi obtido pela férrauEquacdo 1)
descrita por Santana (2007).

180=162 =M
3 (1)

Y tedrico=
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Onde:

180: massa molecular da glicose (g/mol)

162: massa molecular do monémero de glicose nacolal@e
amido (g/mol)

M: massa de amido (Q)

V: volume do biorreator (mL)

Considerando os valores de rendimento tedrico &iutada a

eficiéncia da hidrdlise pela seguinte Equagéao 2:

Eficiéncia da hidrdlise (%) = (22 x 100 @)
Onde:

YREAL: rendimento de agucares obtido no ensaio)(g/L
YTEORICO: rendimento que seria obtido da hidrolietal da

massa de amido (g/L)
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1Composicao centesimal batata

A composicdo centesimal da batata agata, utilizazlgpresente
trabalho, encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2 Composicao centesimal média de batata agafo de matéria seca

Analises Teores (%) Literatura (%) Autores

Amido 77£3,0 72,2 Fernandes et al., 2010
AcuUcares redutores 0,57 £ 0,05 0,1 Fernandes et al., 2010
AcUcares redutore 1,00 + 0,09 0,12 Fernandes et al., 2010
totais

Proteina 15,9+0,2 10,52 Taco, 2011
Extrato etéreo 0,78 +£0,32 Tracos Taco, 2011
Cinza 5204 5,6 Fernandes et al., 2010
Fibra bruta 4,89 + 0,66 2,21 Fernandes et al., 2010
Pectina 35+1,7 2,5 Petiti, 1979

A umidade encontrada foi de 85,28%, enquanto, dedaccom a
Tabela Brasileira de Composicdo Quimica dos Aliment
(UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS - UNICAMP, 2011)
as batatas Agata brasileiras apresentam, em n&2|@% de umidade.
Delgado, Castro e Vazquez (2009) encontraram w@domumidade de
80,35%. Fernandes et al. (2010) encontraram vaourdidade igual a
85,9%, valores estes proximos ao encontrado nesiallho. De acordo
com Andreu e Pereira (2007), a matéria seca € waracteristica que
depende de vérios fatores, como data de plantiaad®a do solo, época
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de colheita e idade fisiologica dos tubérculos, tasfdo, assim,
indiretamente o teor de umidade nos tubérculos.

O amido € o carboidrato encontrado em maior quatéidem
tubérculos e Braun et al. (2010) encontraram vd®r66,38%. Para
acucares redutores e acgucares redutores totads, adbres encontraram
valores de 0,1% e 0,12%, respectivamente, valoresmoras aos
encontrados neste trabalho, 0,57% de acUcareredwd 1,0% acucares
redutores totais, respectivamente. Essa variaghle mcorrer entre
cultivares, de semestre a semestre e de produpvodutor, podendo
ocorrer, também, em funcdo da temperatura de anmaamnto
(QUADROS et al., 2010).

Evangelista et al. (2010) observaram teores deeimad, para a
cultivar Agata de 9,82%, sendo inferior ao encafdrano presente
trabalho.

De acordo com Lachman et al. (2005), os teoresrateipas nos
tubérculos sdo afetados por diversos fatores, aifatentes cultivares e
entre as culturas da mesma variedade, dependeridoatizacdo, do uso
de fertilizantes e da maturidade das culturas.

Quanto ao teor de cinza, o presente trabalho apmesealor de
5,24%. Fernandes et al. (2010), avaliando tubéscaldtivados na safra
de inverno, encontraram teores de cinzas paratisagul\gata de 5,6% e
Evangelista et al. (2010) encontraram valor de %, % cinza, valores
proximos ao obtido neste trabalho.

Em relacdo ao teor de fibra bruta, valores de 4p2¥%a batata
dgata (FERNANDES et al., 2010) e de 3,44% paratdathoce
(LEONEL; JACKEY; CEREDA, 1998) foram encontradosliberatura.
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Diversos fatores irdo interferir na quantidade dgrientes da
composicao centesimal do tubérculo de batata, auoliona, tipo de solo
e fertilidade, temperaturas, maturidade dos tulb@scucondi¢cbes
ambientais de cada safra, além dos fatores intdssde cada cultivar
(MENEZES et al., 1999).

3.2Pré-teste da hidrélise

3.2.1AcuUcares redutores (AR) e agUcares redutores tota{&\RT)

Os graficos do estudo cinético de aguUcares redutracucares
redutores totais dos trés tratamentos (0,092; 0glZh142 g matéria
seca/g agua), durante a hidrélise enzimatica, poskmobservados nas
Figuras 1 e 2 respectivamente, sendo 0s resul@doessos em gramas

de acucares por litro de meio hidrolisado.

140 - —#—Tratamento 1 Tratamento 2 =—#— Tratamento 3
120
100 &
3 80 -
¢ 60
-
40
20
0 v T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)

Figural Evolucdo de acUcares redutores (AR) agolaios tratamentos 1
(0,092 g/g), 2 (0,125 g/g) e 3 (0,142 g/qg)
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Figura2 Evolucdo de acuUcares redutores totais JAR® longo dos
tratamentos 1 (0,092 g/g), 2 (0,125 g/g) e 3 @d/4)

Para todos os tratamentos, os valores de AR e ARTiveram-
se, aproximadamente, constantes a partir de 7 rdgakidrolise. Os
teores de aguUcares redutores e redutores totaasoptmatamento 1, ao
final de 13 h, foram de 67 g AR/L e 77 g ART/lar® o tratamento 2, os
teores maximos de acucares redutores e redutdeés faram 91 g AR/L
e 81 g ART/L ao final do tratamento. J& para catrento 3, os teores
maximos de acUcares redutores e redutores totais fb09 g AR/L e 136
g ART/L, respectivamente.

Montesinos e Navarro (2000) estudaram a hidréleséadnha de
trigo adicionada de agua (300 g de matéria secalliguefacao realizada
por adicdo de 0,02% (g/kg amido) da amilase Termaarg5 °C durante
2 h. A sacarificagéo foi conduzida a 60 °C por & leoras, adicionando,
inicialmente, 0,09 ou 0,18 (%v/m amido) de AMG a 4. Ao final do
processo, foram obtidas concentracdes de glicod@@e 120 g/L para 6
e 8 horas de sacarificacdo, respectivamente. Redsgltsemelhantes
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foram obtidos neste trabalho para o tratamento é&n que foram
utilizados 800 g de matéria seca/L aguame& dosagem de-amilase de
0,12 % g/kg de amido e deniloglicosidase de 0,052 % v/m de amido. Apds

7 horas obteve-se uma concentracdo de 109 gécutmares redutores (g/L de
glicose equivalente).

Nicolic et al. (2010), utilizando 100g de milho miado com
agua em uma propor¢do de 1:3 adicionou amilase drap®SC na
concentragéo de 0,026% v/m amido e amiloglicosid&SEEXxtra®L na
concentragédo de 0,156% v/m de amido e obtiveranterdracédo de
acucares redutores de 150 g/L ao final de 5 hardmsdidlise.

Voca et al. (2009), ao conduzir a hidrélise dedanie milho,
apos cozido (gelatinizado), durante 30 min, a dieske 1,5 bar e seco a
130 °C, utilizaram o-amilase na concentragdo de 0,2 mL/L e
amiloglicosidase na concentracdo de 0,4 mL/L, ebémn ao final do
processo 105 g de AR/L, resultado semelhante admheste trabalho
para o tratamento 3 (109 g AR/L), quando se utilizonL amilase/L de
meio e 0,4 mL amiloglicosidade /L de meio.

Ao calcular a eficiéncia da hidrolise enzimaticalf@éla 3), foram
obtidos resultados superiores a 85%, podendo-s& qae esses valores
foram semelhantes para as trés concentracdes ega milizadas. Nao
houve diferenca, estatisticamente, significativareereles a 5% de
significancia, pelo teste de Tukey.

Tabela 3 Eficiéncia da hidrélise enzimatica
Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
Eficiéncia (%) 85+2 86+1 88 +2
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Por meio dos resultados apresentados, pode-seutoncle a
maxima hidrdlise foi obtida no tratamento 3, comanaoncentracdo de
batata (0,142 g matéria seca/g agua), obtendeesest finais de 109 g
AR/L e 136 g ART /L e o tempo necesséario paradadtise completa foi
de cerca de 7 horas. A hidrolise, utilizando agireas a-amilase e
amiloglicosidase, foi eficiente, assim, pode-seemeinar a faixa
experimental a ser investigada no planejamentorarpstal.

Ao se testar concentracdes de polpa/agua iguasuperiores a
0,2 g matéria seca/g agua, verificou-se que a maigtarnava-se muito
viscosa e de dificil agitacao.

Durvenay, Chinn e Yencho (2013) utilizaram uma g&ta de
12,5% m/v de polpa de batata doce fresca, sendd @sscentracao
suficiente para coleta do sobrenadante, minimizapdablemas de
viscosidade. Os mesmos autores utilizaraamilase na proporcao de
0,3% m/v matéria seca por 2 horas e amiloglicosigaspropor¢éo de 1,0
AGU / g matéria seca com um tempo de 48 horas.ifeb €la hidrolise,
obtiveram 316,2 mg de AR/g de amido, resultadossestperiores ao
encontrado no presente trabalho, onde foram wtiigd 4% m/v de polpa
de batata, 0,6% m/v matéria secaneEEmilase e 1,2 AGU/g matéria seca
de amiloglicosidase, obtendo ao final de 13 ho6#sriig AR/ g amido.

Além de fatores como temperatura, pH, agitacdoamtipade das
enzimas, um fator importante a considerar na haéénzimatica é a
quantidade de solido presente no meio reacionan@u se aumenta a
concentragcdo de substrato na etapa de hidrélisebéra, ocorre o
aumento na concentracdo de acucares no meio kattoli entretanto,

este aumento de acUcares pode causar uma inikesdendimas. Outro
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fator importante € que o aumento do teor de sdlidosmeio a ser
hidrolisado, pode dificultar a transferéncia deoc& de massa ao longo
da hidrdlise,em virtude da alta viscosidade do M&UDOLF et al.,
2005).

3.30timizacado da hidrdlise enzimatica

Para avaliar a influéncia das varidveis indeperagent
concentragcdo de amiloglicosidase ;) Xtempo de hidrélise (X e
proporcdo polpa de batata e agua)(>sobre as variaveis dependentes:
AR e eficiéncia, foi realizado um delineamento cosip central
rotacional (DCCR). Os resultados obtidos, baseaesdonos 17
experimentos laboratoriais, executados aleatorisan@mcontram-se na
Tabela 4.
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Tabela 4 Resultados experimentais do DCCR expresgosAR (g/L) e

Eficiéncia
Amiloglicosidase Tempo Sdlido/liquido AR Eficiénci
Ensaios Cod Real Cod Real Cod Real (g/L) a (%)

1 -1 2,5 -1 3 -1 0,11 76,3 82

2 1 5,5 -1 3 -1 0,11 78,9 84,7
3 -1 2,5 1 9 -1 0,11 79,6 85,5
4 1 5,5 1 9 -1 0,11 80 85,9
5 -1 2,5 -1 3 1 0,14 91,9 77,6
6 1 5,5 -1 3 1 0,14 65,8 55,5
7 -1 2,5 1 9 1 0,14 95,1 80,3
8 1 5,5 1 9 1 0,14 128,2 100
9 -1,68 1,5 0 6 0 0,125 82,9 78,4
10 1,68 6,5 0 6 0 0,125 73,7 69,6
11 0 4 -1,68 0,96 0 0,125 88,9 84,1
12 0 4 1,68 11,04 0 0,125 128,33 100
13 0 4 0 6 -1,68 0,0998 59,1 69,9
14 0 4 0 6 1,68 0,1502 91,3 71,8
15 0 4 0 6 0 0,125 67,1 63,4
16 0 4 0 6 0 0,125 64,2 60,6
17 0 4 0 6 0 0,125 67,4 63,7

AR- Aclcar redutor

Analisando-se os resultados, verifica-se que osreslde AR e
eficiéncia da hidrolise variaram bastante, de 32& g/L para AR e de
55,6 a 100% para eficiéncia. Em relacédo a AR eié&fcia, pode-se notar
que 0s ensaios 12 e 8 apresentaram 0s maioreevghara AR e
eficiéncia, 128 g/L e 100%, respectivamente. Estgamentos possuiam
concentragcbes de 4 e 55 mL/Kg de massa seca danaenz
amiloglicosidase, tempos de hidrélise de 11,04 é& @ proporcao

solido/liquido de 0,125 e 0,14 g massa seca/g agspectivamente.
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Assim, pode-se notar que baixos valores dessesnpags provocam
menores valores de AR e de eficiéncia de hidrolié&rios autores
utilizaram as enzimas-amilase e amiloglicosidase em conjunto para
hidrélise do amido e obtiveram alto rendimento glécares (DELGADO;
CASTRO; VAZQUEZ, 2009; DUVERNAY; CHINN; YENCHO, 2@t
UTHUMPORN; KARIM; FAZILAH, 2013).

Lareo et al. (2013), inicialmente, realizaram aatipizacdo da
batata a 90°C, usando uma propor¢cédo de 0,2 g maea/g agua. Em
seguida, foi feita a hidrélise enzimatica da bataticionando 5,4 de
a-amilase g/matéria seca e Jyft de amiloglicosidase g/matéria seca
durante 3 horas. Ao final do processo, obtiveramcentracdo de 165
ARg/L.

Leonel e Cereda (1999) estudaram a hidrélise delofade
mandioca, utilizando uma solucdo contendo 6% del@ndom 0,5 kg/t
amido deo-amilase e 1,13 L/t de amido de amiloglicosidasémade
enzimas complementares celulase e pectinase cahdet27 horas,
obtiveram rendimento de 97%. Resultados este samtelhao obtido
neste trabalho para o ensaio 12, onde se obtevesfici@ncia de 100%
utilizando uma solucdo contendo 8,7% de amido, @& Emido dea-
amilase e 5,2 L/t amido de amiloglicosidase coml e 11,04 horas.

Collares et al. (2012) obtiveram em seu experiméettidrolise
enzimética de mandioca, eficiéncia de 98,1%, atido 0,5 g matéria
seca/g agua e 0,8L/g amido dea-amilase, 0,84 mg/g amido de
amiloglicosidase e 7,05 pL de pectinase duranteempo de 21 horas.

Na analise estatistica do planejamento, foram aadi os efeitos

lineares, quadraticos e de interacdo das varidesigostas analisadas.
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Pela andlise estatistica, foram considerados gigtifos 0os parametros
com p-valor menores que 5% (p<0,05). Os termosales do modelo
matematico estdo associados a letra L e os quambétiletra Q.

Os resultados da analise estatistica, para acucarhkgores
(Tabela 6), avaliados a 5% de significancia, indica que foram
significativos os termos linear e quadratico dogeno termo linear da
proporcdo solido/liquido e a interacdo tempo e qgdo solido/liquido.
Como os coeficientes dos termos linear do tempoaepibpor¢cédo
solido/liquido foram positivos, indicam que um amteedo tempo e da
proporcdo soélido/liquido proporciona aumento na ceotracdo de
acucares redutores no meio. Com relacdo a interapfre tempo e
proporcao sélido/liquido, ela foi significativa egitiva.

Ao analisar, estatisticamente, os dados experinsetdaeficiéncia
(Tabela 5), a 5% de significancia, foram signiilas apenas o0s
coeficientes da variavel tempo (termos linear edcataco), que foram
positivos, indicando que quanto maior o tempo dirdlise, maior a

eficiéncia.
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Tabela 5 Coeficientes das regressGes para teor cdearas redutores

eficiéncia
AR p-valor Eficiéncia p-valor

Média 66,32728  0,000004 6248395 0,000001
(1)Amiloglicosidase(L) -0,41374*° 0,870632 .1,012695262'S  0,604543
Amiloglicosidase(Q) 3,8996%  0,191618 4,368263881"° 0,071437
(2)Tempo(L) 9,97680 0,004728 5769620863 0,017598
Tempo(Q) 14,63735 0,000982 10,75211469 0,001219
(3)Solido/liquido(L) 8,82685 0,008694 -1 576588314  0,426560
Sélido/liquido(Q) 2,80228°  0,333551 32635200745  0,156792
1L por 2L 7,1269%°  0,061139 4,03189633%°  0,082927
1L por 3L 0,49163° 0,882183 .0,692007598°  0,784874
2L por 3L 7,64191 0,048231 5,300609789'S 0,066342
R 90,92 87,06

*NS= Nao significativo a 5% de significancia

Os resultados da andlise de variancia (ANOVA) paraespostas

AR e eficiéncia estdo descritos nas Tabelas 6respectivamente, onde

se nota pelo coeficiente de determinacdd) (Rie 90,92% da variacdo

experimental observada é explicada para AR e 87,08%variacao

experimental € explicada para eficiéncia. Veriea-também, que os

valores de F, calculado da regressdo, sdo maiaesg| valores de F

tabelado a um nivel de confianca de 95%. Destadpasses resultados

indicam um bom ajuste entre os valores experimer@gorevistos pelo

modelo.
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Tabela 6 Analise de variancia para aglcares reshI{&R)

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado
o ; - Fcalc
variagao liberdade quadrados médio
Regressao 9 5735,760 637,3066174 7,78
Erro 7 572,946 81,84941631
Total 16 6308,705
% variac&o explicada (= 90,92% §7005 3,68
Tabela 7 Andlise de variancia para eficiéncia
Fonte de Graus de Soma dos Quadrado
- ) . Fcalc
variacéo liberdade guadrados médio
Regressao 9 2243,248 249,2497576 5,23
Erro 7 333,273 47,61044985
Total 16 2576,521

% variagdo explicada (= 87,06,77% & 05-3,68

Foi possivel, entdo, ajustar os modelos com asawes
codificadas de amiloglicosidase (X1), concentrad@igolpa e agua (X2)
e tempo (X3). Os modelos matematicos empiricosificados para as
respostas acucares redutores (AR) e eficiéncia, seuns respectivos
coeficientes, estdo apresentados nas Equacdes 8nelel os valores em
negrito sdo 0s parametros estatisticamente sigtiff.s que foram
obtidos utilizando softwareStatistica® 8.0.

AR= 66,33- 0,41% +3,89 X° +9,97X% + 14,64%" + 8,83 X; + 2,80%°
+ 7,12 % X5 40,49 X X3+ 7,64 X%X3 3

Eficiéncia=62,48— 1,01X + 4,36 X2 + 5,77% + 10,75%° - 1,567% +
23,26X%° + 4,93%X,— 0,69%X3 +5,30 %X (4)
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Na Figura 3, € apresentado o grafico de correlapée os valores
observados, experimentalmente e os valores previsto modelo para
AR, observando-se uma boa concordancia entre eles era esperado
pelo resultado das andlises de variancia. Na Figum@@ apresentado o
gréfico correspondente para eficiéncia da hidrplsestrando, também,

um bom ajuste dos dados experimentais a equacéstprpelo modelo.
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Figura 3 Valores experimentais versus valores ptevipelo modelo para
resposta agucares redutores
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Figura 4 Valores experimentais versus valores previpelo modelo para
resposta eficiéncia

As curvas de contorno para o teor de acUcaresaesutFigura 5)
foram geradas empregando-se a Equacdo 3. Na FigAraséao
apresentados os efeitos da dosagem enzimaticaofgiculsidase) e do
tempo de hidrélise, estando a concentracao polpa/figada em 0,1502
g ms/g agua (ponto maximo). Verifica-se que as reaigconcentracdes
de AR sdao obtidas na regido de maior dosagem deglicnsidase e de
maior tempo de hidrélise. J& na Figura 5B sdo eptados os efeitos da
dosagem enzimatica (amiloglicosidase) e da proposgdido/liquido,
com tempo de hidrélise fixado no ponto maximo (41). Observa-se
que, independente da quantidade de amiloglicosidaséro da faixa
desse estudo, o maior efeito na producdo de ARdé gala maior
proporcdo de polpa/agua. Na figura 5C, sdo aprasesitos efeitos da
proporcdo solido/liquido e do tempo sobre AR, comd@sagem
enzimética fixada no ponto maximo (6,5 mL/Kg mas&ga), com
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maiores concentracdes de acucares redutores obtdeesyido de maior

tempo de hidrélise e maior proporcéo soélido/liquido
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Figura5 Curvas de contorno para teor de acUcardstares (g.l) para
hidrélise da batata:
a) Amiloglicosidase versus tempo, sendo proporcaalsbigquido fixada no ponto
méaximo (0,1502 g MS/g agua).
b) Amiloglicosidase versus proporgéo solido/liquidendo tempo fixado no ponto
méximo (11,04 h).
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c) Proporc¢ao sélido/liquido versus tempo, sendo aiiglogjdase fixada no ponto
maximo (6,5 mL/Kg MS).
As curvas de contorno para eficiéncia do processaidrélise sdo

apresentadas na Figura 6. Na Figura 6a, sdo afadesnos efeitos da
dosagem enzimatica (amiloglicosidase) e do temgtando a proporcao
polpa/agua fixada em 0,1502 g ms/g agua (ponto m@xiAs maiores
eficiéncias sdo obtidas com maior tempo de hidrdismaior teor de
enzima. Na Figura 6b, os efeitos da dosagem enzenat
(amiloglicosidase) versus proporc¢ao solido/liquictom o valor de tempo
fixado no ponto maximo (11,04 horas) mostraram @se maiores
eficiéncias foram obtidas nos pontos maximos delogifitosidase e
proporcdo solido/liquido. Na Figura 6c, sdo apresis os efeitos da
proporcdo solido/liquido e do tempo, com a dosagamimatica fixada
no ponto maximo (6,5 mL/Kg massa seca). As maiefeséncias sao
obtidas na regido de elevadas proporcdes sélidatce maiores tempos
de hidrdlise.
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Figura 6 Curvas de contorno para eficiéncia (9d)idedlise da batata

a)
b)

<)

Amiloglicosidase versus tempo, sendo proporcaalsiquido fixada no ponto
méximo (0,1502 g MS/g agua).

Amiloglicosidase versus proporgdo sdélido/liquidendo tempo fixado no
maximo (11,04 h).

Proporcao soélido/liquido versus tempo, sendo arndlogidase fixada no ponto
méaximo (6,5 mL/kg MS).
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Sendo assim, com base nos resultados das curcasideno para
acucares redutores e eficiéncia, pode-se notamgu@res concentracdes
de enzimas, propor¢cdo sdlido/liquido e maior tempeasionardo
melhores condi¢des de hidrolise, ou seja, maimiéeftia na quebra de

amido em agucares.



78

4 CONCLUSAO

Uma vez que foram determinadas as condi¢cdes Otpaes a
hidrolise enzimatica do amido da batata, utilizasdo enzimas
amiloliticas como ac-amilase e amiloglicosidase, visando posterior
producéo de vodca, a composi¢do centesimal daabagata demonstrou
que é uma matéria-prima de alto teor amilaceo, qbmlser utilizada em
processos fermentativos. Foram obtidos bons refdtde conversdo de
amido em agucares, com concentracdo de AR de 12@ gficiéncia de
hidrélise de 100%. As melhores condi¢cdes para eliseé da polpa de
batata foram concentracdo de amiloglicosidase @&e ngl./Kg MS,

proporcado polpa/dgua de 0,1502 g MS/g e tempodtélise de 11,04 h.

AGRADECIMENTOS

A CAPES pela bolsa de Mestrado e a empresa Rorsentedy

ceder, gentilmente, as enzimas utilizadas nestel@st



79

Optimization of the hydrolysis process of potato
(Solanum tuberosum L.) starch, agata cultivar, using amylolytic

enzymes

ABSTRACT

The potato $olanum tuberosum.) contains about 70 to 80%
starch on a dry basis. For its high starch contgntan be used in
fermentation processes for the production of vodkagcessitating,
however, hydrolyzing the starch, and thus origmgfiermentable sugars.
The objective of this study was to optimize thediahydrolysis process
in regard to the concentration of potato pulp/w#@0998, 0.11, 0125,
0.14 and 0.1502 g dry matter/g water), concenmatiof the
amyloglucosidase enzyme (1.5, 2.5, 4.0, 5.5, amd neL/kg of dry
matter) and reaction time (0.96, 3, 6, 9 and 1h6drs). For this, we
used a central composite rotational design (CCRiD) & total of 17
treatments. The analyzed dependent variables vmeredncentration of
reducing sugars (RS) and the hydrolysis efficien(3). The
concentration ofi-amylase and its reaction time were kept constantta
mL / kg of dry matter and 2 hours of reaction. Tésults showed that the
optimum condition for the hydrolysis was achievesing maximum
points for the potato pulp/water parameters (0.1$@2y matter/g water),
amyloglucosidase (AMG) concentration (6.5 ml/kg DEhd time (14
hours).The starch hydrolysis stage optimizationdgtyproved to be
important in order to increase the production afueng sugars and the
process efficiency.

Keywords: Saccharification. CCRD. Amylase. Amylagigidase.
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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivoasialiar a
utiizacdo de batata cultivar dgata como substmdma producdo de
vodca. Os comportamentos de trés isolados de lewe8accharomyces
cerevisiae fermento panificacdo de panificagcdo, CA1ll e CAibtam
avaliados. Para cada isolado, foram testadas doasemtracfes de
sélidos soluveis, no meio de fermentacdo, um caatespenas meio
hidrolisado de batata (11° Brix) e outro contendeiarhidrolisado de
batata acrescido de sacarose (17° Brix). As tr@ades de leveduras
foram avaliadas quanto ao rendimento fermentativa producédo de
etanol. Os melhores resultados foram obtidos usaf@onento
panificacdo de panificacdo, com maior conversasuttetrato em produto
(0,47g etanol/gART), maior rendimento (91,4%) e andeor alcodlico
(6,05%uv/v), utilizando meio com 17 °Brix. A partilessa levedura e
condicbes do meio, foi feita nova fermentacdo, donfermentado
clarificado em centrifuga e, em seguida, foramzadhs duas destilacdes
consecutivas, uma em alambique de cobre e outractuma de vidro
com recheio de silicone. O destilado foi filtradm e€arvdo ativado e
foram realizadas andalises de compostos secundégas, valores foram
comparados com o padrdao de identidade e qualidadevatica
estabelecido pela legislacéo brasileira.

Palavras-chave: Vodca. Fermentacd&accharomyces cerevisiae
Compostos secundarios. Destilagéo.
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1INTRODUCAO

A producédo de bebidas alcodlicas baseia-se nafdrams;do dos
acucares contidos em certas matérias primas, sdobtrdrutas e cereais,
em alcool etilico e dioxido de carbono, em virtuda acdo de
determinadas leveduras que catalisam a reacdo ibimgu O produto
final pode ser consumido, apds tratamento mais Igiocaglo de
purificacdo, como vinho, cervejas, cidras e outms,por processos de
destilagdo onde sdo obtidas a aguardente, uisqdea\e outras bebidas
fermento destiladas.

Dentre as matérias primas acucaradas, existemaaqqgee séo
denominadas diretamente fermentesciveis e as ndetardente
fermentesciveis. As primeiras sdo as que possuemossacarideos,
como sucos de frutas. As ndo diretamente fermdmascsdo aquelas
qgue contém dissacarideos, como por exemplo, aos&cpresente na cana
de acucar, que fermenta apoés hidrdlise, que ooattealmente pela acdo
da enzima invertase produzida pelo agente de feat@&n no caso de
Saccharomyces cerevisia&xistem, também, materiais que ndo séo
fermentesciveis pela levedura, como, por exemploatenais
lignocelulésicos e amildceas que necessitam demmttos antes de
serem disponibilizados para fermentacao (LIMA et2001).

Além da formacgéo de alcool etilico e diéxido deboao, ocorre,
também, a formacdo de pequenas quantidades des agdnoponentes,
que recebem a denominacdo de compostos secundarifssmentacao

alcodlica ou congéneres, tais como acidos carloosiliésteres, aldeidos e
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alcoois superiores, 0s quais sdo responsaveis plescteristicas
sensoriais das bebidas alcodlicas. Também podenersemtrados os
chamados contaminantes de bebidas alcodlicas, gdenp ser de
natureza organica (carbamato de etila, metanalledng, entre outros) ou
inorganica (cobre, chumbo, arsénio, entre out©@8RDOSO, 2013).

Na producdo de uma bebida, utilizando-se o amidwoconte de
carbono, € necesséario normalmente o processo déliseddeste para
obtencédo de glicose, maltose e outros acUcaresi#sais, uma vez que
o amido ndo ¢é assimilado diretamente pelo metabolisdos
microrganismos em geral.

A vodca é uma bebida que pode ser obtida de mapéiiaa
amilacea como a batata. Possui graduacgéo alca@i&6% a 54 % em
volume a 20 °C, e é obtida de alcool etilico pdtédeeorigem agricola ou
do destilado alcodlico simples de origem agricetdicados, seguidos ou
nao de filtracdo por meio de carvéo. Estes proomatios reduzem as
caracteristicas organolépticas originais da matgrima utilizada.Ela
pode ser adicionada de aromatizantes para daroaoitprcaracteristicas
organolépticas especiais RBSTOVA et al., 2012).

As matérias primas tradicionais para a producduodiea sdo os
cereais, especialmente milho e trigo (LACHENMEIERCHMIDT,;
BRETSCHNEIDER, 2008), mas outras matérias primadepo ser,
também, utilizadas, como a batata, melaco ou [lab@rr
(LACHENMEIER et al., 2003). A 4gua é outra impotematéria prima,
que deve ser purificada, a agua é filtrada pelovacarativado para
absorver materiais organicos e inorganicos indeseja Depois ela é

passada por colunas de desionizacdo, que removémas dmpurezas
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presentes. O alcool retificado e a dgua desmiraddi sdo misturados
nas proporgbes corretas (LACHENMEIER et al, 2003;
LACHENMEIER; SCHMIDT; BRETSCHNEIDER, 2008).

O passo tecnologico mais importante na producaovatica
classica é assumido como sendo a sua purificagéioceovao ativado.
Processos mais simples estdo baseados na adserc@dstancias em
carvao ativado envolvendo a agitacdo de certa mizalet de carvdo em
uma solucdo de etanol. O processo é finalizadariitto as particulas
sélidas (SRISTOVA et al., 2012). Outra possibilidade é a filtrada
solucdo de etanol por uma grande quantidade dedacaativado,
embalado em uma coluna ou em varias colunas e #égolucao flui
pelas colunas assegurando um contato suficienfaséasoélida e liquida
(KOVALIOV et al., 2007 apud RiSTOVA et al., 2012).

A qualidade do produto resultante é verificada sédmente por
analise sensorial, mas também por uma série detedsdicas analiticas,
como grau alcodlico, acidez total, teor de éstemddeidos, alcoois
superiores, cobre e metanol.

Objetivou-se neste trabalho analisar diferentesades deS.
cerevisiaena producdo de vodca considerando a batata, dkéamalisar
0 processo de dupla destilagao, a filtragcdo canéoaativado, para que o
produto final atenda as exigéncias da legislagasileira quanto ao teor

dos compostos secundarios.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1Substrato e enzimas

Batata agata foi adquirida do comercio local derasy Minas
Gerais. Foi realizada sua lavagem em &gua corredscascada
manualmente e triturada em liquidificador industfioli modelo LS-06,
Brusque/Brasil). Apés a trituracdo, o lote de matdoi homogeneizado
e armazenado em sacos plasticos a -18 °C em freezer

As enzimas utilizadas foram oa-amilase (Termamyl
2X/Novozymes), produzida por cepas Becillus licheniformis que
possui atividade enzimatica de 240 KNU-T/g e araazamiloglicosidase
(AMG 300L/Novozymes), produzida por cepasAspergillus nigercuja
atividade enzimatica é de 300 AGU/mL fornecidada pempresa

Romerlabs.

2.2Hidrolise enzimatica

Para hidrolise do amido, foi utilizado recipientarc capacidade
para 3L, usando-se proporcdo de polpa de 0,1508glga/agua). Para
primeira etapa da hidrdlise, o pH foi ajustado garga 6tima da enzima
a-amilase, entre 6,0 e 6,5 utilizando NaOH 2N. Atarss foi mantida sob
agitacdo em banho- maria a 90°C por 1h para a etangklatinizac&o.
Apés esse periodo de tempo, a primeira enziamilase (Termamyl 2X)
foi adicionada na proporcéo de 7,5 mL/Kg de mateeiea e foi mantida

sob essa temperatura por 2 h.
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Na segunda etapa, o pH foi ajustado para condigbems da
enzima amiloglicosidase (AMG 300L), entre 4,0 e dciicionando HCI
2N. Resfriou-se o liquido para 60°C e adicionousseenzima na
proporcdo de 6,5 mL/Kg de matéria seca e esta #oitide por mais
11,04 horas, sob agitacao, totalizando 14,04 haeasidrolise. Ao final

do processo o hidrolisado foi filtrado manualmesttetecido organza.
2.3Fermentacao

2.3.1Microrganismo

Foram testadas trés diferentes isolados de leve@ureerevisiae
sendo estes: fermento de panificacdo comercial al@anFleischmann,
levedura selecionada para producdo de aguarderdd1jCe uma
levedura selecionada para producdo de &lcool cdambuqCAT1),

cedidas pela empresa LNF Latino Americana (Bentog@lwes/Brasil).

2.3.2Preparo do in6culo

Com o proposito de reativar as células de levedaragingir
valores iguais a fOcélulas viaveis/mL, foi realizada a reativacéo,
utilizando 5g da levedura liofilizada em 50 mL dpia destilada estéril a
38°C e mantida nesta condicdo durante 30 minutos.m&mo
procedimento foi realizado para fermento panificaghorém foram
utilizados 10g de fermento para 50 mL de &agua. Awke adicdo do
indculo ao mosto a ser fermentado, foram feitadagmns e testes de

viabilidade das leveduras como descrito no itemid2.4
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2.3.3Conducéo do processo fermentativo

Erlenmeyers de 1000 mL com 500 mL de hidrolisad@arfo
autoclavados a 121°C e 1,1 Kgffcpor 15 min. Foram realizados dois
tratamentos, tratamento 1 (T1), somente com padaathta hidrolisada a
11 °Brix e o tratamento 2 (T2), onde os solidos sol§ivéa polpa
hidrolisada foram ajustados para fBrix com sacarose, sendo os
tratamentos realizados em triplicata.

Os frascos foram inoculados com 10% do inOculo atithas a
temperatura de 30 °C em incubadora BOD sem agit&®d@@ o estudo
cinético, foram retiradas amostras do mosto feratktnhos tempos de O,
2,4,6, 8,10, 12, 24 e 48. Foram realizadas seslile pH, contagem de
células viaveis, glicose, acucares redutores etoszhitotais. A cada 4
horas, amostras foram retiradas para analise de aeoodlico. As
amostras foram centrifugadas 3000 g por 10 minetenbrenadante foi
armazenado a -18 °C até serem realizadas as anébdas realizadas em

triplicata.
2.4 Analises fisico-quimicas

2.4.1AcuUcares redutores (AR) e agucares redutores tota{&\RT)

As concentragfes de AR e ART foram determinadasacdedo
com o método DNS (acido 3,5 dinitrossalicilico)pgosto por Miller
(1959). As leituras da absorbancia das amostraslisi@das foram
efetuadas em espectrofotdmetro modelo Femto 7(B¥) am. Para zerar
0 espectrofotdmetro, preparou-se um branco em guédume da amostra
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foi substituido por 4gua purificada. Para o caladéoAR e ART, foram

feitas curvas de calibracdo com glicose e sacaresgectivamente.

2.4.2Determinacgéo de glicose

Para a quantificacdo da glicose, foram adicionddqd. de cada
uma das amostras (fermentado) em tubos de ensalwienado 1,0 mL
do reagente de cor do kit glicose enzimatica ligdd marca Doles. Os
tubos foram levados a um banho- maria, a 37 °Grder5 minutos. As

amostras foram lidas em espectrofotdmetro a 510 nm.

2.4.3pH

A afericdo do pH, no mosto de fermentacgdo, foiizadh com
potencidbmetro digital, calibrado no inicio do prese da analise. A
calibracdo foi realizada com solugcbes tampbes de $HpHe 7,
respectivamente. As andlises foram realizadas derdac com

metodologias recomendadas por Instituto Adolfo LLE&85).

2.4.4Contagem de células vidveis em camara de Neubauer

As contagens de células viaveis no mosto foramzesids em
camara de Neubauer, apds diluicdes adequadazantib a coloracédo
com azul de metileno (0,01% m/v de azul de metie286 m/v de citrato
de soédio). Preencheu-se a camara de Neubauer constara e foi
observada no microscépio (LEE; ROBINSON; WANG, 19&2 calculo

em cél/ml foi obtido pela seguinte equacao 1:
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Cel/mL =Xng x 25 x fd x 1) / n (1)

Onde:

¥nq - Soma algébrica do niumero de células viaveitadas nos n
quadriculados.

25 - Numero total de quadriculados na camara.

fd - Fator de diluicdo utilizado referente ao prepda amostra
com solugéo de azul de metileno.

10" - Constante da cAmara que se refere ao inversoldme do
quadrante central utilizado para contagem.

n - Numero de quadriculados contados, dentre aisponiveis.

2.4.5Teor alcodlico

Para analise do teor de etanol, foi feita a destladas amostras,
em microdestilador e foi, entdo, realizada a medidga densidade do
destilado utilizando-se picnédmetro. A graduacdodica do destilado a
20° C foi obtida utilizando a tabela de convers&o dénsidade em
porcentagem de alcool em volume. O resultado fpresso em % de
alcool em volume (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

2.4.6Conversédo do substrato em etanol (Yp/s), eficiéncia
fermentativa (E;) e produtividade em etanol

O fator de converséo do substrato em etanol odimemto foi
calculado em gramas de etanol por gramas de glictsis consumidos

(equacéo 2).
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Ypls = (Pf - Pi) / (Si - Sf); )

Onde:
Pf: concentracéo de etanol no final da fermentégaaanol/L);

Pi: concentracdo de etanol no inicio da fermentég&anol/L);

Tratamento 1
Si: concentracdo de acUcares redutores no inicidedaentacdo (g
AR/L);

Sf: concentracdo de acucares redutores no fini@rdegentacédo (g AR/L).

Tratamento 2
Si: concentracdo de agUcares totais no inicio mhaeietacdo (g ART/L);

Sf: concentracéo de agucares totais no final dadetacdo (g ART/L).

A eficiéncia fermentativa € a fracdo do acUcar in@iaado
que se converteu em etanol. Foi calculada pelacielaentre o
rendimento do etanol observado no processo e oamemdo tedrico
(equacéao 3).

Y 1S\ 100 3)

E. =
f (0511

A produtividade em etanol () expressa o teor produzido de

etanol em certo intervalo de tempo, quantificadagemmas de etanol por



96

litro de meio fermentado por hora (§"h™). Foi calculada empregando-

se a Equacéo 4:
Q, =P/t (4)

Sendo:
P= concentracdo de etanol no final da fermentag&tafol/L);
tr = tempo final da fermentacéo (horas).

2.5Destilacéo

Utilizando as melhores condicdes obtidas de feragpéat
(levedura de panificagéo e tratamento 2), a amdsetralarificada por
centrifugacdo e destilada em alambique de cobreipadm com
termdmetro e com sistema de aquecimento a gas apatidade de 15
litros. O destilado obtido no alambique foi, entdaificado em coluna de
vidro com recheio de anéis de silicone. Foi colochd do destilado em
um baldo de 2 litros de fundo redondo, 10% do lkdelstiinicial foi
retirado, que correspondia a fracdo cabeca, e e@adracoracao
correspondendo a 80% do volume destilado rest@teeor alcodlico
final foi ajustado com &gua purificada e a medidaréalizada com
alcobmetro de Gay-Lussac.

O destilado foi armazenado em garrafas de vidropdaas e

mantidas em temperatura ambiente ate a etaparded.
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2.6 Filtracéo

Foi colocado volume de 500 mL da amostra produeidééquer,
onde foi adicionado carvdo ativado em pdé comer@@@iemco, lote
10698) na concentracéo de 26 §.1A mistura foi submetida a agitacéo
(150 rpm), a temperatura ambiente por 60 minutesnethante ao
sugerido por Lima et al. (2006), para filtracdocdehaca. Apds o tempo,
foi feita a filtragdo, a vacuo, com papel de filppara eliminagdo do
carvdo. A amostra foi acondicionada em garrafaideowom tampa e
submetida as analises de cobre, acidez volatiresstdosagem de alcoois
superiores, aldeidos, grau alcodlico, furfural etamel, realizadas no
Laboratério de Analises Fisico-Quimicas de agudedda Departamento
de Quimica da UFLA.

2.7 Compostos secundarios

A determinacdo dos compostos secundarios da vodeediizada
no Laboratério de Andlises Fisico-Quimicas de aprte do
Departamento de Quimica da UFLA, seguindo as smambes
estabelecidas pelo Decreto 2314 de 04/09/199¢pa®ti (MAPA).

a) Exame organoléptico: Foi realizado mediante a ebgéo da amostra
em frascos transparentes em um transluminador zlebdanca. Os
pardmetros observados sdo aspecto, coloracdo,démppresenca de

Corpos estranhos e vazamento.
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b) Teor alcodlico: Foi determinado por densitomettiilizando o
densimetro digital DensiMat Gibertini, sendo o heglo expresso
em %v/v.

c) Andlise extrato seco: Foi determinada pelo métadwigétrico
do extrato, obtido depois da evaporagédo lenta emthdenaria a
100° C, durante 3 horas.

d) Alcoois superiores: A quantidade de total de alssoiperiores foi
determinada, por meio de cromatografia gasosa nponatografo
modelo 17A Shimadzu. Antes da injecdo € adiciorsadonostra
um padréo interno adequado e, entdo, 1puL da amestestilada
em destilador simples foi injetada. A concentragi® cada
componente em relacdo ao padrao interno € detadenocam base
nas areas ou alturas dos picos obtidos pelo irdegra

e) Acidez volatil: foi determinada pela extracdo doglds volateis,
utilizando-se destilador eletrénico da marca Gibepela técnica
de arraste a vapor d’agua. O extrato obtido foladdo com NaOH
0,IN. Os resultados foram expressos em gramas o ac
composto por 100 mL de alcool anidro.

f) Aldeidos: Os aldeidos da amostra foram dosadosnpodos
iodomeétricos, titulando-se o $@roduzido durante a sequéncia de
reagcOes do processo analitico. A quantidade dédalslepresentes
nas amostras, foi expressa em miligramas de aldeiético por
100 mL de é&lcool anidro.

g) Esteres: Os ésteres foram determinados por meiitutigdo dos

acidos carboxilicos, obtidos por trans-esterificacibs ésteres
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presentes nas amostras, a quantidade foi expresgaagnas de
acetato de etila por 100 mL de alcool anidro.

Cobre: Foi determinado por meio de medidas
espectrofotométricas, em 546 nm na regido visivek
quantidades de cobre foram determinadas por cogfmardas
absorbéancias, observadas na amostra de vodca donesvae
absorbancias referentes a uma curva de calibragigamente
construida, utilizando-se sulfato de cobre perasadio como
padrdo. A quantidade foi expressa em gramas dee quior 100
mL de alcool anidro.

Metanol: Foi quantificado por medidas espectrofaitricas,
realizadas na regido visivel (575 nm) e comparadas valores
de absorbancias estabelecidos por meio de um padrdo
etanol/metanol, contendo quantidades conhecidamneianol. A
guantidade foi expressa em gramas de metanol pnrilO de
alcool anidro.

Furfural: Baseia-se na reac¢do do furfural com o aoiinio,
proveniente do acetato de anilinio, formando oulidénanelina.

A amostra deve estar com 50 °GL e o teor alcodbcajustado
com &lcool 90%. Foi quantificado por medidas
espectrofotométricas em 520 nm e comparado com aunsa
padrao etanol/furfural contendo quantidades condlascide
furfural. A dosagem do furfural é feita com o deskd corrigido
para 50° GL. A quantidade foi expressa em gramdsrtigal por

100 mL de alcool anidro.
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2.8 Analises estatisticas

O delineamento experimental, utilizado na etap&daentacéao,
foi o delineamento inteiramente casualizado (D{@y.resultados obtidos
foram analisados por analise de variancia pelorprog SISVAR 5.3
(FERREIRA, 2010). Para efeito de médias, foi wilia o teste Tukey, a
5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1Fermentacéo

3.1.1AcuUcares redutores (AR) e agUcares redutores tota{&RT)

Os graficos das cinéticas de consumo de acgUcadegores e
redutores totais durante a fermentacdo em meiollsddo com 11 °Brix

(T1) podem ser observados nas Figuras 1 e 2.

100

—4—TFcrm panificacdo CAl1ll —&—CAT1

AR (2/L)

0 10 20 30 40 50
Tempo (h)

Figural Consumo de aguUcares redutores durantenaritacdo do hidrolisado
de batata por linhagens 8ecereviseagl'l)
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100

=—4—TFerm panificacdo CAll =—4—CAT1

ART (g/L)

0 10 20 30 40 50
Tempo (h)

Figura2 Consumo de acuUcares redutores totais @umrfermentacdo do
hidrolisado de batata por linhagensSleerevisea€l 1)

Como se pode notar, no tratamento 1 para as tofsdos de
leveduras, a quantidade de acUcares redutoregdFiye redutores totais
(Figura 2) diminuiram ao longo da fermentacdo. Pardermento
panificacdo, a fermentacao teve inicio com 92 H7'g 92,0 + 0,3 g.!
para AR e ART, respectivamente, passando para DA ¥ AR.L' e
1,83 + 0,059 A ART.L* ao final de 8 horas de fermentacdo. Para a
levedura selecionada de alambique CA11, as cora@ms de aclcares
redutores e redutores totais, ao inicio da ferngéotaforam de 85 + 1
g.L"de AR e 85,0 + 0,3 gitde ART, caindo apés 12 h, para 2,7 +0,1 g
AR.L™ e 2,9 + 0,4g ART.L. Utilizando a levedura selecionada de usina
de alcool CAT1, os teores iniciais foram de 93,0,% g.L'* de AR e de
93,0 + 0,2 g.[' ART, caindo para 3,4 + 0,2 g'ide AR e 3,4+0,06 gt
ART ao final de 12h.
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Os graficos das cinéticas de consumo de acgUcadegores e
redutores totais, durante a fermentacdo em meiwolisiddo adicionado

de sacarose com 17 °Brix (T2), podem ser observaogiguras 3 e 4.
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Figura3 Consumo de agucares redutores durantenaritacéo do hidrolisado
de batata acrescido de sacarose batata por lirhagéh cereviseae
(T2)
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Figura4 Consumo de acuUcares redutores totais ®umrfermentacdo do
hidrolisado de batata acrescido de sacarose lmiatamhagens d&.
cereviseadT?2)
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Para o tratamento 2 (T2), utilizando fermento peagdo, a
fermentacéo teve inicio com 100 + 1 4.4 AR. L e 157,0 + 0,1 g
ART. L™, obtendo, ao final da fermentacéo, 1,2 + 0,4 g BR.e 1,6 +
0,1 g ART. !, em 12 horas. Para levedura selecionada de alambiq
CA11, a concentracdo inicial foi de 95 + 10 g AR.&.156 + 2 g ART.
L%, encontrando, ao final, concentracdes de 3,1 #0AR L'e 3,30 +
0,02 g ART " em 18 h de fermentac&do. A fermentacéo com a leaedur
CAT1 foi mais lenta, ocorrendo em 24 horas, iniahte com
concentracdes de 100 + 3 g AR/L e 157 + 4 g ARTUk gairam ao final
para 3,10 £ 0,01 g AR/L e 3,10 £ 0,06 g ART/L.

Nas primeiras 2h para fermento panificacdo e CAllnas
primeiras 6 horas para CAT1, houve um aumento meesdracado de
acucares redutores pela quebra da sacarose peldag;&éeveduras. Apos
esse periodo, pode-se observar que ocorreu a redasaconcentracoes
dos acucares redutores (Figura 3), em virtude da a@s leveduras,
convertendo os acucares redutores em etanol, umprihz$pais produtos
da fermentacéo alcoolica (SILVA et al., 2003).

Os resultados demonstraram que as trés isoladdsvdduras
Saccharomyces cerevisiadoram eficientes em metabolizar os
carboidratos, presentes no meio de cultivo, durarfermentacgéo, tanto
para os tratamentos 1 (batata hidrolisada) quaata p tratamento 2
(batata hidrolisada e sacarose), sendo os aclmamegmidos e obtendo-
se baixa concentragéo destes carboidratos no médioah do processo de

fermentacdo para fermento de panificagdo, CA11 €1CA
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O fermento de panificacdo foi o mais rdpido em uoms 0S
aclcares nos tratamentos 1 e 2, estabilizando 8pés 12 horas,
respectivamente.

Para o tratamento 2, o tempo final da fermentagéonfior do
que para o tratamento 1, pois a sacarose foi sddd, produzindo
glicose e frutose que, por sua vez, foram consuwnjgistamente com a
glicose ja presente no meio hidrolisado de batata.

Pataro et al. (2002) recomendam que, para uma éagéo ideal
na producao de cachaca, o caldo de cana deve @afaresencentracao de
acucar em torno de 14 a 16 °Brix. Teores de acacara de 16 °Brix
podem acarretar fermentacdes mais lentas e, freguente,
incompletas. Teores elevados de acucar, no inieofedmentacdo,
provocardo estresse das células pela maior qudatidia etanol ao final
da fermentacdo (SCHWAN et al., 2001).

Menezes et al. (2013) estudaram a producdo de abwlet
utilizando cana-de-acucar diluida com extrato dpgde café com ajuste
para 18 °Brix e levedura selecionad2AT1, observaram que a
fermentacdo terminava com 12 horas.

Schwan et al. (2001) demonstraram que, na ferm@mtde caldo
de cana, de 18 °Brix a 20 °Brix, utilizan8accharomyces cerevisiaéo
selecionada, a fermentacéo, praticamente, estldliapos um periodo
de 12 horas.



106

3.1.2Concentracdo de glicose

Nas Figuras 5 e 6, sdo apresentadas as curvasndanco de
glicose durante a fermentacao para os tratamenta®, tespectivamente.
Na Figura 5, para tratamento 1, pode-se percalmrag concentracdes
iniciais de glicose nos meios inoculados com fetmeanificagdo, CA11
e CAT1 foram 80; 91,6 e 97,6 g.L Ao final de 12 horas de
fermentacdo, praticamente toda a glicose havia smlasumida. A
levedura de panificagdo foi a que levou menor tepg@ consumo de

glicose e estabilizou em 8 e 12 horas, respectintanpara tratamento 1
e 2.

=—4#—Ferm panificacdo CAll =—&—CATI

Glicose (g/L)

Tempo (h)

Figura5 Gréfico da concentracdo de glicose duramtdermentacdo do
hidrolisado de batata por linhagensSieerevisea€l1)
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Figura 6 Grafico da concentracdo de glicose duramtéermentacdo do
hidrolisado de batata acrescido de sacarose pbadens deS.
cereviseadT?2)

Pela Figura 6, pode-se observar que, no tratam@nt@as
concentracdes iniciais de glicose foram 102,1;5@6105,9 g. para o
fermento panificacdo, CA11l e CAT1, respectivamerfs.fermentacdes
com fermento panificacdo e com o isoladoS#&echaromyces cerevisiae
CA11 foram muito semelhantes, com duragdo de I&hbuanto que a
fermentacdo com CAT1 foi mais lenta, durando 24im @umento na
concentracdo de glicose nas primeiras 6 h. Podahservar que o
consumo foi mais lento nos ensaios do Tratamentssd pode ser
explicado pelo maior teor de acucares {&ix) pela adicdo de sacarose
ao meio, que era convertida pela enzima invertase leveduras em
glicose.

Lin et al. (2012) estudaram como diferentes comaedes de
glicose podem afetar o processo fermentativo eodygéo de etanol por
Saccharomyces cerevisiaBY4742. Observaram que concentracoes

baixas, préximas de 20 gtiproduzem pequenas quantidades de etanol e
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que concentracdes acima de 160 §de glicose, também, podem reduzir
o rendimento na conversdo de etanol, uma vez quenenores

concentracdes de acgucares as leveduras podenibsgasn

3.1.3Potencial hidrogenidnico (pH)

As evolugbes do pH, durante a fermentacdo do teattml
(hidrolisado) e tratamento 2 (hidrolisado + saoc&yospodem ser
acompanhadas pelas Figuras 7 e 8, respectivan@@nt® se pode notar,
os valores iniciais de pH do meio contendo hideols e do meio
contendo hidrolisado e sacarose nao foram difeseisijuando-se entre
4,0 e 5,0. Portanto, ndo foi necesséario o ajustepldepara ambos
tratamentos, ja4 que, segundo Maia (2006), o pH dstondeve ser
ajustado para valores entre 4,0 e 5,0, pois alesta faixa pode haver
aumento da producdo de oleo fusel em até 80%, pejueexcesso, €
indesejavel nas bebidas. Além de que baixo pH, éamb aumenta o
efeito toxico do etanol e acidos organicos em laxes influenciando,
assim, os parametros cinéticos como rendimentakidoo(DORTA et
al., 2006).

Pode-se notar queda rapida do pH nas primeiras r8s hdo
processo fermentativo para o tratamento 1 e aposdtds para o
tratamento 2. Apds estes periodos, o valor do pHitewa-se,
praticamente, constante até o fim.

Durante o processo de fermentacdo, o pH do meie padar por
diversas razdes, como pela producdo de acidos ioogarcomo acido
latico, acético e succinico (AQUARONE; LIMA; BORZANL999).
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Figura 7 Evolucdo do pH durante a fermentacédo de cmmtendo hidrolisado
de batata por linhagens 8ecereviseagl1)
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Figura 8 Evolucdo do pH durante a fermentacédo de cmmtendo hidrolisado
de batata + sacarose por linhagen§ deerevisea€l2)

Arshad et al. (2008), utilizando melaco diluido % °2Brix, com
valores iniciais de pH variando ente 4,5 e 5,3uma temperatura de 30
°C, demonstraram que a producao de etanol podlea&accharomyces
cerevisiaefoi maior quando o pH foi de 4,5 (7,42%) do quario o pH
foi de 5,3 (6,31%).
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3.1.4Contagem de células

Os dados da contagem de células vidveis em caradxzubauer
para o0 tratamento 1, contendo apenas meio hiddolisaestao
apresentados na Tabela 1. Como se pode notar, e [diferenca
significativa entre fermento de panificagdo, CAI1CAT1 em relacdo aos
tempos, exceto para o tempo de 12 h, onde houveaior crescimento
para fermento de panificacéo 4,8%t@élulas/mL seguido pela CAT1 com
3,5x10 células/mL e CA11 com 2,7xi@élulas/mL. Os trés isolados
atingiram suas maiores concentragfes no period® énhte 12h de
crescimento. Verificou-se que, entre 12 e 24 h,veouma pequena
diminuicdo nas concentracbes de células para os igélados,
especialmente para o fermento de panificagdo, guesantou uma
reducdo estatisticamente significativa, ao nivelb#e de significancia,
indicando morte celular.

No tratamento 1, as viabilidades celulares pararmdénto de
panificacdo, no inicio e no final do processo, lfiorde 92% e 85%,
respectivamente. Ja para a levedura CAl11l, os waforam de 87% e
84% de células viaveis, no inicio e no final dogesso fermentativo,
enquanto que para levedura CAT1 ao inicio e fiogbicesso os valores
foram de 70% e 81%, respectivamente. Os resuldelm®nstraram que
0 meio contendo apenas hidrolisado continha odemiss necessarios
para um bom crescimento das leveduras. Além dissoviabilidades
médias do fermento de panificacdo e da CA11 forapersores a 80%,
enquanto que a do CAT1 foi em torno de 76%. Dedacoom Gouvea et
al. (2009), a viabilidade das células deve estdiaixa de 80 a 90% ao
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final da fermentacéo, e os valores obtidos neatslino indicaram boas
condicdes de fermentacédo para os trés isoladoda ajoe no caso da

CAT1 o valor inicial foi um pouco menor do que cej@vel.

Tabelal Contagem de células viaveis para o trattmmkE sendo os valores
expressos em f@élulas/mL

Tempo Fermento panificacdo CAl11 CAT1
0 1,1+0,8 1,3+0,% 1,7+0,8
2 1,8+0,7" 2,2 + 0,4 1,6 +0,4"
4 2,3+ 0,5 2,2 +0,5” 2,0+0,5%"
8 3,5+0,8" 2,5+0,7* 3,7+0,58!
10 3,3+0,3" 2,8+0,6™ 3,2+0,6™
12 4,8+0,8 2,7+0,4 3,5+ 0,3
24 2,8+0,6%" 2,1+0,3" 2,7 +0,8%

Médias seguidas das letras iguais na mesma cold@ua apresentam diferengas
estatisticas, a 5% de probabilidade, pelo testeyuk

Médias seguidas de nimeros iguais na mesma limhaprasentam diferenca estatistica,
a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey

As contagens de células viaveis em camara de Neulpguwa 0
tratamento 2, contendo meio hidrolisado mais saearoestao
apresentados na Tabela 2. Como se pode notar,lames/anaximos de
células foram obtidos no periodo entre 8 e 12 kjmascomo no
tratamento 1, sendo 3,581€lulas/mL; 2,6 x 10células/mL e 3,2 x F0
células/mL, para fermento de panificacdo, CAl1l1l e TCA
respectivamente.

Comparando em um mesmo tempo as contagens das trés
leveduras, pode-se notar que elas iniciaram cooresl estatisticamente,

similares de células viaveis, o que € importanta paestudo do processo
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fermentativo, e ao final de 24 horas, elas, també&tingiram valores
estatisticamente iguais de células viaveis, demamdd crescimento
celular similar para os trés isolados.

A viabilidade para o fermento panificacdo, iniciatme, foi de
95% chegando ao final do processo com 83%, parepa €All, os
valores inicial e final foram de 91% e 82%, respachente, enquanto
que a cepa CATL1 teve seus valores de viabilidad&irde 62% e ao
final de 85%. Os valores de viabilidade foram altosm excecdo da
viabilidade inicial da CAT1, que entretanto, aprésa aumento ao final

do processo.

Tabela2 Contagem de células viaveis para o trattan® sendo os valores
expressos em f@élulas/mL

Tempo Fermento panificagdo CAll CAT1
0 1,3+0,07 1,6 0, 1,3+0,5
2 1,8 0,6 2,1£0,4" 1,4+0,3
4 2,4+0,8" 2,3+0,3"2 1,6 +0,4%
8 3,5+0,8 2,5+0,8? 1,7 £0,2%
10 3,3:0,% 2,6 £0,4" 2,6 £0,8™
12 2,7+02% 2,5+0,6" 32+0%"
24 2,5+0,8" 2,3+0,8" 2,2 +0,8"

Médias seguidas das letras iguais na mesma cold@ua apresentam diferengas
estatisticas, a 5% de probabilidade, pelo testeyuk

Médias seguidas de numeros iguais na mesma lirhaprésentam diferenca estatistica,
a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey

Pavlak, Lima e Carreiro (2011), ao estudar ferng@utale batata

doce, com diferentes linhagens d&accharomyces cerevisiae,
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encontraram um valor medio de viabilidade de 98 \dlgr este superior
aos valores encontrados neste trabalho.

Menezes et al. (2013) estudaram fermentacdo eno ckdcana
diluido com agua destilada e caldo de cana aceesi@dnelaco, ambos
com 18° Brix, encontraram viabilidade média de 91n&cinicio da
fermentacdo e 84 % no final da fermentacdo, valgm&ximos ao
encontrado neste trabalho.

O etanol é conhecido como um inibidor do crescimeattaxa de
producéo de etanol e seu acumulo dentro das céatakeveduras levam
a uma queda da viabilidade, explicando, assimalailidade ser menor ao
final do processo de fermentacdo para o fermentpaddicacédo e para
CA11.

3.1.5Teor alcodlico

Os resultados de teor alcodlico, para os tratareehte 2, estao
apresentados nas Figuras 9 e 10, respectivamente-g@ notar que
houve diferenca na cinética de producéo de etaricd es tratamentos 1
e 2 e o tratamento 2 produziu, praticamente, o aaler etanol que o

tratamento 1.
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Figura 10 Producdo de etanol considerando o mealmlidiado de batata +

sacarose por linhagens 8ecereviseafrl 2)

Entre as leveduras estudadas, pode-se percebengjtratamento

1, as leveduras selecionadas CAl1l e CAT1 produzieanfinal de 48

horas, a mesma quantidade de etanol de 4,8 %vigr m# a quantidade

produzida pelo fermento panificacdo que foi de %38v. Ja para o

tratamento 2, o biolégico ao final da fermentac&mdpziu mais etanol
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(9,2%v/v) que as leveduras selecionadas CAll (79%& CAT1
(8,41%v/v). Essa diferenca na cinética de produdgicetanol entre os
tratamentos e as leveduras pode ser em virtudatdoihibicdo por alta
concentracdo de agUcares ao adicionar sacaroseiao@nteor mais alto
de ART no inicio da fermentacdo pode provocar umibigdo pelo
substrato e acarretar uma demora no consumo destasares
(MARQUES; SERRA, 2004).

Tasic et al. (2009), utilizando acido cloridricorgdidrolisar
amido de batata, obtiveram 100 ¢! lde acuUcares redutores e uma
concentracdo de etanol de 4,2 % v/v, ao final dadatacado, utilizando
fermento de panificacdo, resultado este semelhanteleste trabalho
(4,35% v/v) com o0 mesmo tipo de microrganismo.

Laluce et al. (2009), utilizando meio sintético ceatarose como
fonte de aculcar e outros suplementos, contendialimiente 180 g. I de
acUcares redutores totais no mosto e estirpe hib8#1, obtiveram teor
final de etanol de 68,7 g.™}. valor este inferior aos encontrados neste
trabalho.

Carvalho et al. (2008) observaram um teor alcodiical de 6%
(v/v) utilizando meio de fermentacéo a 15 °Brixne fermento de padaria
(S. cerevisiae Caldos de cana fermentados para a producédo de
aguardente tém geralmente de 5 a 9 (%v/v) de e(aidA, 2001).
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3.1.6Conversao do substrato em etanol (Yp/s), eficiéncia
fermentativa (E;) e produtividade em etanol

Os valores médios e os desvios padrdes dos faleresnversao
em relacdo a producédo de etanol (Yp/s), a eficééfeeimentativa (Ef) e a
produtividade em etanol (Qp) encontram-se na Tabelae 4,

respectivamente, para os tratamentos 1 e 2.

Tabela 3 Fator de converséo Yp/s, eficiéncia fetaia e produtividade em
etanol para tratamento 1

Eficiéncia

Microrganismo Ypls fermentativa Produtividade
9 (g etanol/gAR) %) (g/L.h)
Fermento panificagdo 0,37 + 0,08 73,26 +5,27 4,23 £ 0,022
CA11 0,46 + 0,01 89,35 + 1,542 3,16 + 0,61
CAT1 0,41 + 0,01 79,83 +2,31 3,07+0,2

Tabela 4 Fator de conversdo Yp/s, eficiéncia fetaia e produtividade em
etanol para tratamento 2

Eficiéncia

Microrganismo Yp/s fermentativa Produtividade
9 (g etanol/gART) %) (g/L.h)
Fermento panificagdo 0,47 £ 0,012 89,39 + 1,082 5,92 +0,12
CAl1 0,37 £0,01 72,53 +1,29 3,35+0,0%
CAT1 0,43 +0,01 84,41 +0,18 2,76 + 0,04

Considerando-se que o maximo fator de conversagictese em
etanol (méximo Yp/s) igual a 0,511 (LIMA, 2001),dsese concluir que
os fatores de converséo obtidos foram bons, semdaiar valor de 0,47g
etanol/g ART, obtido para fermento de panificac@dratamento 2.

Para o tratamento 1, os maiores valores para pdatconversao

de substrato em etanol foram obtidos pelas isol@ddsl e o menor para
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CAT1 e fermento de panificacdo, que ndo se diféaesnm a 5% de
significancia. Porém, ao se adicionar sacarose &o,a maior fator de
conversao foi obtido usande-fermento de panificacdo, seguido das isolados
CAT1 e CAll. Essa diferenca para CAll entre osrtrahtos poderia ser
explicada por uma menor resisténcia a altas corseggs de etanol no meio.

Duarte, Amorim e Schwan (2012) obtiveram uma ta&a d
conversao de substrato em prod8tacerevisiae isolado CA11, de 0,47
g/g para fermentacdo em cana-de-acgucar, valoresseshelhantes ao
encontrado para o tratamento 1 e menor que o teatan?.

Marini et al. (2009), por sua vez, fermentaram calé cana-de-
acucar, utilizando isolados selecionadas para dugém de cachaca e
encontraram valores para Yp/s variando de 0,26,4t&g etanol/ gART,
também, proximos aos encontrados neste trabalha pevedura
selecionada para producao de cachaca (CA1ll) queuventre 0,37 e
0,46 g etanol/ g ART.

Andrietta, Migliari e Andrietta (1999) estudaramvedduras
isoladas de usina de alcool e encontraram valaregpds variando entre
0,44 e 0,47 g etanol/ g ART, corroborando com derea obtidos neste
trabalho que foi 0,41 (T1) e 0,43g etanol/ g ARDR)(para levedura
selecionada de usina de alcool CAT1.

Oliveira et al. (2004) propuseram uma classificagam selecéo
de estirpes de leveduras para cachaca, de acondm aendimento de
etanol pelo consumo de substrato, em que estigasYp/s entre 0,38 a
0,41 foram agrupadas em nivel baixo de conversamlas que variaram
entre 0,42 e 0,45 g/g foram agrupadas no nivelondelrendimento e as

estirpes com valores entre 0,45 e 0,49 g/g forgmupadas no nivel alto,
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enquanto aquelas com valores de conversdo entr@l O 0,51

classificadas em nivel alto de conversédo. Assimm,coadicdes de cultivo
observadas neste estudo e de acordo com a clag&digosposta por
Oliveira et al. (2004), o fermento de panificagc&aacontra no nivel alto,
o isolado CA11 em nivel baixo, enquanto que o BDIEAT1 esta no
nivel médio de rendimento.

Para a eficiéncia fermentativa, foram encontradderes de 73 a
89%. No tratamento 1, o isolado de maior eficiéfmidCAll com 89% e
no tratamento 2, o melhor isolado foi o fermentgadeificacdo, também,
com 89%.

Pavlak, Lima e Carreiro (2011) encontraram valorefleiéncia
fermentativa média de 91,1% para fermento de agdio em processo
fermentativo batelada de meio hidrolisado de bathiee, valor este
proximo ao encontrado neste trabalho.

Menezes et al. (2013) utilizaram levedura seledan@AT1 para
fermentar extrato de polpa de café, obtiveram wesloda eficiéncia
fermentativa variando de 81,60% até 87,25%, valsmselhantes aos
deste trabalho para mesma cepa utilizada.

Duarte, Amorim e Schwan (2012) encontraram valodes
eficiéncia da fermentacéo de 92,19%, para a legesklecionada CA11,
em caldo de cana-de-acuUcar.

Para a produtividade em etanol, foram encontradses de 4,23
e 5,92 g/L.h, para fermento de panificacdo, 3,36 g/L.h para CAll e
3,07 e 2,76 para CATL, respectivamente, para ¢antemtos T1 e T2.
Como pode ser observado, a produtividade em etianaihaior com

fermento de panificagcdo, que apresenta menor tesepéermentacao.
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Marini et al. (2009) encontraram valores de 3,32 dL.h, estando de
acordo os resultados para os tratamentos 1 e ateados neste trabalho.

Duarte, Amorim e Schwan (2012) encontraram prodidtle de
1,56¢g/L h utilizando cepa CA11, valores estes m&sgque 0 encontrado
(3,16 e 3,35 g/L.h).

Mediante os resultados pode-se notar que, ao adicgacarose
ao meio de fermentagcdo, ocorreu aumento signiicatipara
produtividade em etanol utilizando fermento de fieaxgdo. No entanto,
para as leveduras selecionadas, o aumento nao Xpressivo,
possivelmente, em decorréncia de algum fator decéw. Os tempos de
fermentacéo, para fermento de panificacéo, isol@kkl e CAT foram

de 12, 18 e 24 horas, respectivamente.

3.1.7Destilacao e teor de compostos secundarios

Ao final da primeira destilacdo, obteve-se teoodalico igual a
54° GL, na segunda destilacdo, um teor alcodlic®2feGL, que foi,
entdo, diluido em &gua potavel para atingir teocodico desejado. Os
resultados obtidos, para a analise fisico-quimie wbdca, séo

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 Analises fisico-quimicas da vodca filtradacarvao ativado

Itens analisados Amostra Legislacédo
Exame organoléptico Normal

Densidade relativa (20/20) 0,95015

Cobre (mg/L) ND <5
Extrato seco a 10Q (g/L) 0,092

Grau alcodlico real a 2 (%v/v) 39,71 36-54
Acidez volatil em &cido acético* 15,29

Alcoois superiores* 122,52

Alcool n-propilico* 50,97

Alcool isobutilico* 37,5

Alcool isoamilico* 34,05

Alcool sec-butilico* ND

Alcool n-butilico* ND

Furfural* ND

Aldeidos em aldeido acético* 6,02

Esteres em acetado de etila* 45

Soma dos componentes secundarios* 148,33 <50
Alcool metilico* 35,04 <20

ND- Nao detectado * mg/100 mL alcool anidro

Com base no exame organoléptico, pode-se afirmar @pl
parametros analisados, como aspecto, coloracdompidkz foram
normais.

A auséncia de cobre na amostra pode ser justifipatialimpeza
realizada no alambique antes da destilacdo, ourpelacdo deste pela
utilizacdo de carvao ativado. Segundo Cardoso (204.3higiene do
alambique no momento da destilacdo € imprescindpagh evitar
contaminacdes com o metal.

Lima et al. (2006) estudaram a remocdo de cobrecpordo

ativado em cachaca e perceberam que,na preserZfa gié de carvao
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ativado com tempo de agitacdo de 10 minutos jariacaeducdo
significativa de cobre.

O grau alcodlico neste estudo esta de acordo adegislacao
brasileira para vodcas (BRASIL, 2008), que estiputea concentracao de
36 a 54% viv.

A soma da concentracdo de &lcoois superiores foll2i852
mg/100mL alcool anidro. Estudos encontrados sobdras produzidas
em outros paises relatam auséncia (abaixo do lidetedeteccdo do
método) ou presenca em baixas concentracfes deisilsaperiores
(LACHENMEIER et al., 2010a, 2010b).

A producdo de alcoois superiores pode ser umatesistca das
leveduras em geral, e as quantidades produzidasywaom as condi¢cdes
de fermentacédo e, também, com o género, espépiev@velmente, com
a cepa utilizada (GIUDICI; ROMANO; ZAMBONELLE, 19%0

Pode-se observar, também, que nado foi detectadardurna
amostra, isso se deve ao fato do fermentado ter cgdtrifugado para
retirada de substancias organicas como ac¢Ucarekiaisse compostos
sulfatados, sendo destilado o vinho limpo.

A concentracdo de aldeidos encontrada foi de 6@20GmL de
alcool anidro. Segundo Nykanem (1986), vodcas @wssbaixos niveis
de aldeidos, frequentemente menores que 10 mg/L.

Foi encontrado ésteres em acetato de etila em omzeitracdo
de 4,5 mg/100mL de alcool anidro. Lachenmeier .e28109) analisaram
30 amostras de vodca comercializadas na Polonedeetdram acetato de

etila em apenas duas amostras. As concentracoestemtas foram de
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0,5 e 1,3 mg/100 mL de alcool anidro, valores estesores que o
encontrado neste trabalho.

Com relag&o a ocorréncia de metanol em vodcasjiteimaximo
previsto na legislacéo brasileira para vodcas Z0d@g/100 mL de alcool
anidro (BRASIL, 2008). Lachenmeier et al. (2010bpalisando 13
marcas de vodcas da Ucrania, detectaram um tedo médnetanol de 4
mg/100 mL de &lcool anidro.

A soma dos compostos secundarios foi del48,33 mgrl0de
alcool anidro , superior a permitida pela legistadédrasileira, que
determina a soma dos compostos secundarios seriid mg/100mL de
alcool anidro (BRASIL, 2008).

De acordo com Alcarde (2010), os efeitos na redudao
concentracao dos congéneres da bebida dependenpodalet carvao
ativado utilizado. Normalmente os produtores decwodtilizam varias
colunas de depuracao do alcool potavel, preenclm@asdiferentes tipos

de carvao ativado.
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4 CONCLUSAO

A adicdo de sacarose ao meio hidrolisado derivaddatata é
necessaria para aumentar o teor de aglcares no,rposnovendo uma
maior producdo de etanol em relagdo ao meio cootaaEkenas o
hidrolisado. Entre as leveduras, o fermento defigagéo demonstrou
maior eficiéncia (89 %), maior rendimento em eta(p/s = 0,47 g
etanol/g ART) e maior produtividade em etanol (6@%h) que as
leveduras selecionadas CA1l e CAT1.

No processo de destilacdo, obteve-se alto teodlédop chegando
ao final da segunda destilagdo com 82° GL, que dipdisdo adequada
passou pelo processo de filtracdo em carvao ativasl@nalises fisico-
quimicas da vodca demonstraram uma soma de corspost@éneres
maior que a permitida pela legislacdo brasileina padca que € de 50
mg/100mL de &lcool anidro.

Contudo, sdo necessarios maiores estudos sobrecespo de
destilagéo e filtracdo com carvao para que se pasigas uma vodca de

melhor qualidade.
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PRODUCTION OF VODKA FROM POTATO ( Solanum tuberosum
L.), AGATA CULTIVAR, USING DIFFERENT Saccharomyces
cerevisae ISOLATES

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the use of potastaagultivar as substrate
for the production of vodka. The behaviors of thi®accharomyces
cerevisiaeyeast isolates, baking yeast, CA11 and CAT1 weeduated.
For each isolate, we tested two concentrationsobfbte solids in the
fermentation medium, one containing only potatorbjytzate (11° Brix)
and the other containing potato hydrolyzate supplged with sucrose
(17° Brix). The three yeast isolates were evaluaggadrding fermentation
yield and ethanol production. The best results vebtained using baking
yeast, with higher substrate to product converqiod7 g ethanol /
gART), higher yield (91.4%) and higher alcohol et (6.05% v/v),
using a medium with 17 © Brix. From this yeast amedium conditions,
we performed a new fermentation, with the fermeomatmedium
clarified in a centrifuge and, subsequently, twecassive distillations
were performed, one on copper still and anothea giass column with
silicone filling. The distillate was filtered witlactivated carbon, and
analysis of the secondary compounds were conduatsd,values
compared with the identity standard and vodka tuadstablished by
Brazilian legislation.

Keywords: Vodka. Fermentatiolsaccharomyces cerevisiaBecondary
compounds. Distillation.
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APENDICES

APENDICE A - Curva padréo de glicose e sacarose paranalise de AR e
ART

As Figuras 11 e 12, as curvas padrGes de glicossacarose,
respectivamente, com suas concentracGes e abs@adhanorrelacionando a

absorbéancia da amostra com sua concentracéo, nentométodo de DNS.
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Figura 11 Correlagéo da absorbancia com a conc@otide glicose

A concentracao de glicose é dada por:

Con. glicose (g/L) = (1,4839 x Absorbdncia encontrada) + 0,0449
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Figura 11 Correlagdo da absorbancia com a concétide glicose

A concentracao de sacarose é dada por:

Con. sacarose (g/L) = (1,4839 x Absorbdncia encontrada)+ 0,0141



