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RESUMO

A aceitacdo de bebidas destiladas deriva principalmente de pequenas concentragdes de
numerosos compostos flavorizantes incluindo alcodis superiores (6leo flsel), ésteres,
aldeidos, acetais, acidos, cetonas, lactonas, fendis volateis, monoterpenos e norisoprendides.
Dentro deste contexto, para a melhora da qualidade da aguardente de cana-de-acUcar faz-se
necessario pesquisas em aplicagdes tecnoldgicas e biotecnoldgicas que visem acentuar o sabor
e 0 aroma, além do desenvolvimento de metodologias de analitica. Assim, neste trabalho foi
analisado 21 variedades de cana-de-acUcar, sendo que na variedade SP813250 foi encontrado
alta concentracao do aldeido 2,6-decadienal, composto de aroma desagradavel na producao de
bebidas destiladas, e as variedades RB855536, RB987935 e RB975952 produziu grande
diversidade e quantidade de volateis favoraveis ao aroma de bebidas alc6olicas o que leva a
inferir que estas variedades possam ser melhor indicadas para a produgdo de aguardente de
cana e alem disto, foi possivel constatar que maior quantidade de volateis foram obtidos na
casca e nos noddulos da planta. Apés a etapa de selecdo variaveis para catalise enzimatica
foram indicadas pelo delineamento fatorial fracionado as seguintes condicées: (i) o extrato do
fungo Thermoascus aurantiacus, (ii) aplicacdo pds-fermentacdo alcodlica, (iii) Brix 16°, (iv)
agitacdo de 200 rpm. Para a fase de otimizagdo foram variados a concentragdo de extrato
enzimatico e tempo de aplicacdo assim, verificou-se aumento da concentracdo de terpendides
e norisoprendides como limoneno, terpineol, isoeugenol, 4-alildimetoxibenzeno, a-ionona e
linalol em funcdo do tempo de hidrolise e da concentracdo de P-glicosidase. Nerolidol,
2,6,10,10-tetrametil-1-oxa-espiro-(4,5)-dec-6-eno e p-damascenona tiveram aumento da
concentracdo proporcionalmente a atividade enzimatica levando a inferir que outras enzimas
possam estar atuando no processo e compostos como mirtenol e B-ionona foram liberados

com aumento do tempo de hidrolise.

Palavras-chave: Aguardente de cana. Aromas. Terpenos. Norisoprenoides. Variedades de

cana-de-agucar. Headspace-SPME-GC-MS. Delineamento fatorial. -glicosidase.



ABSTRACT

The acceptance of liquor derives primarily numerous small concentrations of flavor
compounds including higher alcohols (fuel oil), esters, aldehydes, acetals, acids, ketones,
lactones, phenols volatile monoterpenes and norisoprendides. Within this context, to improve
the quality of sugar cane-sugar is necessary technological research and biotechnological
applications aimed accentuate the flavor and aroma, and the development of analytical
methodologies. Thus, this study was analyzed 21 varieties of cane sugar, and the variety
SP813250 found high concentration of aldehyde 2,6-decadienal, unpleasant aroma compound
in the production of distilled spirits, and the varieties RB855536, RB987935 and RB975952
produced great diversity and quantity of volatile friendly aroma of alcohol which leads to the
inference that these varieties may be better suited for the production of sugar cane and in
addition, it was found that greater amounts of volatiles were obtained from the bark and
nodules of the plant. After the selection stage variables for enzymatic catalysis are indicated
by fractional factorial design with the following conditions: (i) the extract of the fungus
Thermoascus aurantiacus, (ii) applying post-alcoholic fermentation, (iii) 16° Brix, (iv)
stirring 200 rpm. For the optimization phase were varied concentration of enzyme extract and
application time thus found to increase the concentration of norisoprendides as limonene and
terpenoid, terpineol, isoeugenol, 4-alildimetoxibenzeno, a-ionone and linalool as a function of
hydrolysis time and the concentration of B-glucosidase. Nerolidol, 2,6,10,10-tetramethyl-1-
oxa-spiro-(4,5)-dec-6-ene and PB-damascenone concentration had increased proportionately
enzymatic activity leading to infer that other enzymes may be acting in the process and how

myrtenol compounds and B-ionone were released with increasing hydrolysis time.

Keywords: sugarcane brandy. Aromas. Terpenes. Norisoprenoides. Varieties of cane sugar.
Headspace-SPME-GC-MS. Factorial design. p-glucosidase.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A cachaga, destilado do mosto fermentado de cana-de-agucar, € uma bebida
tipicamente brasileira e vem movimentando o mercado nacional com mais de 7 bilhGes de
reais em 2011 e internacional sendo exportada para mais de 60 paises gerando US$ 17,28
milhGes de délares, além de fornecer ao Brasil mais de 600 mil empregos diretos e indiretos
(IBRAC, 2012). Atualmente o governo federal tem investido fortemente para elevar de 1 a 10
% do volume produzido a exportacdo a fim de promover a bebida brasileira em outros paises.
(VELOSO, 2012)

Assim, pesquisas em toda a cadeia produtiva desde a selecdo de cepas de leveduras,
aperfeicoamento do processo de destilacdo, escolha de madeiras para o envelhecimento do
produto e desenvolvimento metodologias de andlise que o caracterizem quanto as suas
possiveis adulteracdes, aplicacBes tecnoldgicas que visem melhorar o sabor e aroma e etc.,
faz-se necessario para a melhora da qualidade aguardente de cana e conquista do mercado
internacional.

Durante a fermentacao alcodlica, além do alcool etilico, sdo produzidos congéneres
secundarios como os aldeidos, metanol, alcodis superiores, ésteres, lactonas, furanos,
pirazinas, &cidos organicos, terpenos, norizoprenoides e outros que somados representam
cerca de 1% da composicao dos destilados alcoolicos. Um bom balanco entre os compostos
volateis € essencial para a obtencdo de bebidas de alta qualidade sensorial, o que certamente
refletira na sua melhor aceitacdo e maior valor agregado ao produto.

A qualidade sensorial das bebidas destiladas em geral é melhorada durante o processo
de envelhecimento em tonéis de madeira no qual além de extrair substratos tipicos da madeira
empregada, ocorrem tambem reacdes de oxidacao e de esterificacdo. A presenca de diferentes
ésteres na bebida contribui para a composicdo de um buqué frutado (RODRIGUES et al.,
2008). Outros atributos sensoriais muito desejados em vinhos e em destilados como tequila e
mezcal é o floral provenientes da presenca de compostos terpénicos (LEE et al., 2000; PINO,
2007).

Terpenos bem como outros compostos volateis, tais como alcoois de cadeia linear e
norisoprendides benzénicos, contribuem para melhorar o aroma do vinho. Estes compostos
odoriferos podem ocorrer livres em uvas ou ligados a molécula de aglcar para formar
complexos inodoros (FERNANDEZ-GONZALEZ; DI STEFANO; BRIONES, 2003). A

liberacdo destes compostos contribui para 0 aroma de bebidas e alimentos sendo influenciada
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pela temperatura, pH do meio e enzimas como celulases, especificamente as B-glicosidases
(WILSON; STRAUSS; WILLIAMS, 1984; RAPP, 1998).

Alguns micro-organismos taxonomicamente distantes do género Saccharomyces
apresentam-se como boas alternativas de fonte de PB-glicosidases exdgenas e estaveis em
processos fermentativos, contribuindo significativamente para o atributo sensorial floral de
vinhos. Deste modo, a presenca de espécies ndo-saccharomyces na fermentagéo alcoodlica leva
a um potencial aumento da liberagdo de agliconas terpénicas. Na Figura 1 é exemplificada a
reacdo de hidrolise do glicosideo terpénico via catalise enzimatica.

Tobal (2011) demonstrou que a aplicacdo de extratos enzimaticos produzidos pelos
micro-organismos Aureobasidium pullulans e Thermoascus aurantiacus podem promover a
liberacdo de terpenos no caldo de cana e uma melhora significativa na qualidade sensorial da

cachaca.

Figura 1. Reacfio de hidroélise do glicosideo terpénico via catalise enzimatica por p-glicosidase.

: CH, CH
s 1
CHLOH J | R-glicesidase o OH .’_,L:}'
.I—-' A OH
OH "M ﬂ/ " o + CHyOH
o H0
HO ’ OH -
CiH ol
Heril B-Deglicosidea B-D=glicoss HNercl

Dentro deste contexto faz-se necessario o estudo da distribuicdo destes compostos na
planta de cana-de-agtcar, bem como formas de promover a liberacdo dos terpenos através do
processo de hidrolise enzimatica realizada por extratos de diferentes micro-organismos, além

do estudo sistematico da aplicacdo em diferentes etapas da producédo de aguardente de cana.



16
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CLASSES QUIMICAS DE AROMAS PRESENTES EM AGUARDENTE DE
CANA-DE-ACUCAR.

O sabor é um atributo importante para a aceitacdo de bebidas destiladas e deriva
principalmente de pequenas concentracfes de numerosos compostos flavorizantes incluindo
alcoois superiores (6leos fusel), ésteres, aldeidos, acetais, acidos, cetonas, lactonas,
monoterpenos, norisoprenoides e fendis volateis (JANZANTTI, 2004).

Os compostos volateis que influenciam o aroma caracteristico podem ser oriundos da
materia-prima usada na fabricacdo e que permanecem inalterados durante o processo da
fermentacdo, destilacdo e envelhecimento (FARIA et al., 2003), também podem ser formados
no processo de fermentacdo pela levedura, como demonstrado na Figura 2, (YOKOYA,
1995).

Figura 2. Vias para formacéo dos compostos de aroma e sabor durante a fermentacéo (YOKOYA, 1995).
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O metanol é controlado em bebidas alcodlicas devido a efeitos nocivos aos seres
humanos como dores de cabeca, cegueira ou mesmo morte, seu ponto de ebulicdo é de
64,7°C, inferior ao do etanol 78,4°C, justificando sua concentracdo mais elevada nos
primeiros 10%, fracdo denominada cabeca, do destilado.

O etanol é o produto da fermentacdo em maior concentracdo e € também um excelente
solvente para compostos odoriferos alem de reduzir a acidez aparente, aumentar a dogura e ter
um efeito global de suavizar gostos caracteristicos (CARDOSO, 2006).

Os alcodis superiores sdo aqueles que possuem mais que dois &tomos de carbono sendo
formados durante o processo oxidativo e em grande parte, das transformacdes dos
aminoacidos durante o processo de fermentacdo (YOKOYA, 1995). Depois do etanol os
alcoois superiores constituem, gquantitativamente, o maior grupo de substancias volateis nas
bebidas destiladas, conferem textura ao destilado e esterificam-se durante o envelhecimento
tornando a bebida mais agradavel sendo também importante por sua atividade solvente de
outras fragdes organicas, o que aumenta o impacto sensorial (AMERINE; BERG; CRUESS,
1972).

Os principais alcoodis superiores encontrados nas bebidas alcoolicas sdo: alcodis
isoamilicos (3-metil-1-butanol e 2-metil-1-butanol), n-propilico (1-propanol), isobutilico (2-
metil-1-propanol) e n-butilico (1-butanol). O alcool isoamilico é o predominante nas bebidas
alcodlicas, seu contedo é aproximadamente metade do total da fracdo de alcodis superiores
(NYKANEN, 1986, NYKANEN, L.; NYKANEN, I., 1991).

Tanto a quantidade quanto a proporcdo dos esteres influéncia significativamente a
percepc¢do de aromas na aguardente. O éster em maior quantidade na cachaca é o acetato de
etila, que incorpora aroma agradavel de fruta, representando aproximadamente 80% de todos
os ésteres da cachaca (BORZANI; LIMA; AQUARONE, 1975). Em destilados envelhecidos
em toneis de madeira s&o encontrados outros ésteres tais como etilicos, isobutilicos e 3-
metilbutilicos (MONTEIRO, 2010)

Os &cidos organicos volateis também contribuem para o sabor da cachaca, devido ao seu
aroma caracteristico, sao fixadores de varios compostos flavorizantes e conferem textura as
bebidas destiladas (LEAUTE, 1990), entretanto se a acidez for elevada a aguardente de cana
sera sensorialmente desagradavel (LIMA, 1964). Os &cidos organicos volateis sdo 0s mais
comuns em destilados sendo eles o acido acético, lactico, formico, butirico, propiénico e
outros em quantidades pequenas (AMERINE; BERG; CRUESS, 1972, NYKANEN, L;
NYKANEN, I. 1991) e os &cidos fixos sio tartarico, citrico e malico (NOVAES et al., 1974).
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Os aldeidos sdo formados no processo de fermentacdo alcodlica e por possuir ponto de
ebulicdo inferior ao do etanol, sdo separados do vinho por destilagdo na fragdo “cabeca”.
Acetaldeido e aldeidos formicos, butirico, isobutirico, valérico e caprdico possuem odor
pungente e picante das bebidas, sendo que quanto menor a concentracdo dos mesmos maior
sera sua qualidade (CARDOSO, 2006), além de que a intoxicacdo por aldeidos pode levar a
sérios problemas relacionados com sistema nervoso central e ao cancer no eséfago (IARC,
1999). Assim para 0s compostos mencionados a legislacdo brasileira estabelece limites que

estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Composic¢éo quimica volatil de qualidade estabelecida pela Instrugdo Normativa n°13, de 29 de

junho de 2005.
Componente - Limite .
Minimo Maximo
(mg/100 mL &lcool anidro)  (mg/100 mL alcool anidro)
Acidez volatil, em acido acético - 150
Esteres, em acetato de etila - 200
Aldeidos, em aldeido acético - 30
Alco0is superiores* - 360
Coeficiente de congéneres** 200 650
Alcool metilico - 20

*Alcoois superiores = soma dos alcodis isobutilico (2-metil-propanol), isoamilicos (2-metil-1-butanol e 3-
metil-1-butanol) e n-propilico (1-propanol).

** Coeficiente de congéneres = soma da acidez volétil, aldeidos, eésteres totais, furfural e
hidroximetilfurfural e alcodis superiores.

As dicetonas vicinais, principalmente 2,3-butanodiona (diacetil) e 2,3-pentanodiona,
estdo presentes em bebidas como cervejas, vinhos, uisque rum além da cachaca contribuindo
para 0 aroma, porém podendo causar sabor desagradavel quando em excesso (BERRY, 1995).
O limiar, de percep¢do do odor é da ordem de 3 ppm em bebidas alcodlicas. A 2,3-
butanodiona origina-se do metabolismo das leveduras pela descarboxilagdo oxidativa de
hidroxidcidos ou contaminacdo por certas bactérias como pediococcus e lactobacillus que
produzem também a pentanodiona (NYKANEN, 1986).

Compostos sulfurados apresentam odores desagradaveis e limites de percepcdo muito
baixos, apresentando efeito negativo sobre o aroma das bebidas. A maioria dos compostos
sulfurados presentes em bebidas alcoodlicas é proveniente da matéria-prima, porém alguns
podem ser produzidos pelo metabolismo das leveduras do mosto (SOUMALAINEN;
LEHTONEN, 1979). Os principais compostos sulfurados presentes em cachacas e
aguardentes sdo o sulfeto de hidrogénio e o dimetil sulfeto (BERRY, 1995). O sulfeto de
hidrogénio pode ser produzido durante a degradacdo da metionina e cisteina, durante a

autélise do fermento, no “reciclo” de proteinas ou a partir do enxofre inorganico do meio
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fermentativo sendo eliminado junto com o CO, formado. Em fermentacGes lentas e longas
pode haver autolise do fermento provocando o aparecimento de odores sensorialmente
negativos para a bebida. A levedura pode formar também o dimetil sulfeto (DMS) a partir de
alguns precursores especificos presentes no caldo de cana como S-metil-metionina e D-
dimetilsulfoxido (TOLEDO; FARIA, 2004).

Terpenos e terpendides sdo duas classes de compostos de ocorréncia natural que séo
derivados de moléculas de isopreno (Figura 3) sendo que a diferenca entre terpenos e
terpendides é que o primeiro é hidrocarboneto, enquanto o segundo contem oxigénio em sua
estrutura.

C13-norisoprendides sdo terpendides comumente encontrados em flores, frutos e
folhas de vérias plantas (WINTERHALTER; ROUSEFF, 2002) e em geral sdo constituintes
secundarios dos vegetais e sdo sintetizados pela Acetil CoA tendo unidades isoprénicas como
intermediarios (WITHERS; KEASLING, 2007) e dentre suas funcdes esta a protecdo dos
vegetais contra ataques de insetos (DEGENHARDT et al., 2003).

Figura 3. Estrutura quimica constituinte das cadeias organicas dos terpenos e terpinedides (isopreno e
unidade isoprénica).

Isopreno )\/
Unidade /I\/
Isoprénica

Norisoprendides com 13 carbonos como -damascenona, p-ionona, 1,1,6-trimetil-1,2-
di-hidronaftaleno (NDT) e vitispirano foram identificados em vinhos (SILVA; GUEDES,
2004) e contribuiram para aroma floral tendo um importante impacto sensorial por possuir
baixos limiares olfativos de percepcdo, 4,5-10° mg/L, (ETIEVANT, 1991). Estes
norisoprenoides podem ser formados por degradacdo térmica, quimica e/ou enzimatica de
compostos mais complexos carotendides (Figura 4) presentes nas plantas.

Devido ao impacto sensorial dos terpenos, terpendides e norisoprendides em bebidas
ha estudos que diferenciam variedades de uvas (DIEGUEZ et al., 2003) e agaves (PENA-
ALVAREZ et al., 2004), a fim de conhecer quais sdo as que apresentam maior quantidade
destes volateis.

Assim como outros vegetais, a cana-de-aclcar também apresenta terpenos e
terpendides livres em sua composicdo como a-felandreno, a-terpineno, p-cimeno, limoneno,

cis-p-2-mentenol, trans-p-2-mentenol, mentol, isomentol, p-1,3,8-mentatrieno, trans-p-

farneseno, os quais foram detectados por SPME-GC-MS extraidos diretamente do caule da
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planta, mas em concentra¢fes muito baixas (ROCHAT et al., 2000).

A presenca de compostos terpénicos ja foi relatada por diferentes autores na cachaca.
Janzantti (2004) identificou e quantificou terpenos em 13 cachagas, sendo eles com os
respectivas faixas de concentragdo dadas em pg/L: linalol (< 2,5-47); a-Terpineol (< 2,1-8,8);
metionol (50-156); B-citronelol (8,6-32); a-ionona (< 0,4-0,5); eugenol (1,7-66); isoeugenol
(2,9-12) e farnesol (8,4-313). Boscolo et al., (2000) quantificaram geraniol em 25 amostras de
aguardentes por GC-FID. Souza et al., (2006) detectaram a presenca de eugenol em amostras
de cachaca e rum. Nonato et al., (2001) identificaram os seguintes terpenos: B-farneseno, [3-
citronelol, nerolidol, a-bisabolol, cis-fernesol por SPME-GC-MS. No rum foram identificados
16 terpenos sendo alguns deles a-pineno, mirceno, y-terpineno, terpinoleno, p-cimeneno,
mentona, neo-mentol, cadaleno, acetato de farnezila e acetato de mentila (PINO, 2007).

Os terpenos e C13 norisoprenoides estdo presentes nas formas glicosilada, livre ou
mesmo podem ser fruto de degradacdo de outros compostos complexos como 0s carotendides.
Glicosideos monoterpénicos intactos sdo inodoros e pouco contribuem para as propriedades
sensoriais dos alimentos e bebidas (CORDONNIER et al., 1989), assim devem estar livres
para se tornarem volateis e perceptiveis sensorialmente. A liberacdo destes compostos é
influenciada pela temperatura, pH do meio e enzimas como dioxigenases e celulases,
principalmente as p-glicosidases (WILSON; STRAUSS; WILLIAMS, 1984; RAPP, 1998).

Aromas oriundos de carotendides podem ser produzidos via enzimatica ou nao
enzimatica, a clivagem ndo enzimatica inclui foto-oxidacéo, auto-oxidacdo e degradacdo
térmica. A biodegradacéo é catalisada por sistemas de dioxigenases e em geral trés passos sao
necessarios para produzir compostos volateis a partir de carotenoide. O primeiro passo é a
clivagem inicial por dioxigenases, o segundo é a transformacdo enzimética dos produtos
iniciais de clivagem gerando intermediarios polares e por fim a conversdo catalisada por
acidos dos precursores ndo volateis na forma ativa dos compostos de aroma (UENOJO et al.,
2007).

Um exemplo desta reacdo é a formagdo de B-damascenona a partir de neoxantina
(Figura 4a) em que a primeira clivagem oxidativa do precursor produz uma cetona que €
reduzida enzimaticamente e convertida ao produto de interesse, por outro lado, o B-caroteno €
convertido a B-ionona por meio de apenas uma clivagem (Figura 4b) (WINTHERHALTER,
ROUSEFF, 2002).
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Figura 4. Vias de degradacio dos carotenoides neoxantina (4a) e B-caroteno(4b), adaptada.
(WINTHERHALTER; ROUSEFF, 2002).

Carotenoide o
Hil neoxantinag

Produtos de
clivagem HOY
oxidativa

l /YUH
Precursores o
de aroma

HO

Composios
de aroma

/\f-'
OH

"Grasshopper ketone"

1

B-damascenona

[-caroteno

!

L]

o

[i-ionona



22

2.2 B-GLICOSIDASES: PRODUCAO POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO E
INFLUENCIA NO AROMA E SABOR EM BEBIDAS.

Grupos terpénicos ligados a dissacarideos ou mesmo a oligossacarideos derivados da
estrutura celuldsica do bagago da cana de aglcar necessitam grupos de enzimas com agdes
especificas. A hidrdlise enzimatica de material celulésico até glicose envolve a acéo
sinergistica de no minimo trés diferentes grupos de enzimas, como exemplificado na Figura 5,
endoglucanases, exoglucanases ¢ as B-glicosidases (DA-SILVA; GOMES; FRANCO, 1997;
PALMA-FERNANDEZ, 2002).

Figura 5. Sitios de atuagdo do complexo celulolitico (PALMA-FERNANDEZ, 2002).

Na industria de aroma e sabor, B-glicosidases sdo enzimas chave na liberacdo de
compostos flavorizantes a partir de precursores glicosidicos, 0s quais constituem uma
importante fonte de aroma em sucos e vinhos (GUNATA et al., 1988). B-glicosidases
utilizadas em vinhos podem ser provenientes da propria uva e/ou de micro-organismos
exdgenos (CORDONNIER et al., 1989) sendo estas Ultimas as ideais para processo
fermentativo pois, sdo estdveis em meio &cido e concentragdes elevadas de glicose e etanol
(10 - 15 %).

Micro-organismos como Aspergillus niger e Thermoascus aurantiacus sdo relatados
como bons produtores de p-glicosidase (JAGER et al., 2001; PALMA-FERNANDEZ;
GOMES; DA-SILVA, 2002) produzindo enzimas com alta termoestabilidade necessarias em
bioprocessos (ILLANES, 1999) além da producdo de PB-glicosidases por fermentacdo em
estado sélido ser eficiente para estes micro-organismos (LEITE; GOMES; DA-SILVA, 2007,
FADEL, 2000, JAGER et al., 2001).

A fermentacdo no estado solido (FES) pode ser definida como o processo que se
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refere a cultura de microrganismos dentro ou sobre as particulas do substrato sélido (ou
material inerte), em que o conteudo do meio umidificante ligado a matriz solida esta com
atividade de agua que assegure o crescimento e metabolismo das células e ndo exceda a
méaxima capacidade de ligacdo da &gua com a matriz sélida (DEL BIANCHI et al., 2001).

A inclinacdo para a producdo de enzimas microbianas utilizando a FES esta
relacionada ao cultivo de fungos filamentosos, pois as condi¢des de crescimento da FES séo
semelhantes ao habitat dos mesmos, resultando em melhor adaptagéo as condigdes do meio e
consequentemente maior producdo de enzimas, reduzindo significativamente os riscos de
contaminacgdo por bactérias, além de permitir a facil aeracdo, pela presenca de espacos entre
as particulas do substrato, e os produtos com elevada concentracdo da enzima de interesse
(MARTINS, 2003).

A aplicacdo de extratos enzimaticos produzida por fermentacdo em estado sélido na
cachacga foi recentemente estudada por Tobal (2011) em que o emprego de extratos ricos em
B-glicosidases produzidas por T. aurantiacus no processo de fermentagdo contribuiu para o
aumento do teor de terpenos na cachaca apresentando aroma e sabor floral mais intenso e
preferido pelos provadores obtendo notas maiores em todos os atributos avaliados (aroma,
sabor e impressdo global). Neste mesmo trabalho ndo foi possivel observar glicosideos
terpénicos no caldo de cana e trés das quatro variedades apresentaram teores similares de
terpenos livres, além disso, pode-se verificar que o uso de B-glicosidases no processo de
producdo da cachaca aumentou o teor de terpenos livres sem alterar os padrdes de qualidade

exigidos pela legislacéo.

2.3 ANALISE DE COMPOSTOS FLAVORIZANTES EM DESTILADOS.
2.3.1 Tecnicas de preparo de amostras - extracao dos volateis.

A extracdo de analitos em diferentes matrizes baseia-se nas suas propriedades
quimicas e fisicas sendo que estas incluem carga, solubilidade, polaridade e volatilidade. As
amostras liquidas podem ser tratadas diretamente por métodos de extracdo de liquido-liquido,
ou métodos de sorcdo.

Segundo Damasceno (2007), a técnica analitica mais utilizada atualmente para a
deteccdo de volateis responsaveis pelo aroma é a microextracdo em fase solida (SPME- Solid
Phase Microextraction). Este método baseia-se na técnica de sor¢édo (absorcao e/ou adsorcao)
usado para extracdo, concentracdo e principalmente para analise de tracos de substancias,
tanto na pré-concentracdo quanto na separacdo de analitos de uma matriz. Esta metodologia

depende de alguns parametros que garantem a eficicia na extracdo dos componentes, dentre
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0s quais estdo: o volume da amostra e do headspace (espaco vazio do frasco de
armazenamento da amostra), espessura e tipo da fase extratora (Figura 6), interacGes
intermoleculares que pode ser minimizada pela adi¢do de sal ou diluicdo da amostra, pH da

solucdo, temperatura de extragéo, agitacdo e o tempo de adsorgéo e dessorgéo.

Figura 6. Tipos de revestimentos da fibra de microextracao em fase solida(SPME) e suas formulas
estruturais. (DAMASCENO, 2007).

O dispositivo basico manual para SPME (Figura 7) consiste de um suporte (holder)
construido de tal forma que permite que um capilar fiqgue armazenado dentro de uma parte
metalica, este capilar é de silica fundida, com 10 mm de comprimento recoberto com um
filme fino do polimero ou de um solido adsorvente com 7 a 100 um de espessura e volumes
de 0,03 a 0,70 pL, respectivamente. (DAMASCENO, 2007).
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Figura 7.Holder e fibra para microextracédo em fase sélida - SPME (VIEIRA, 2007).
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A extracdo dos analitos com a fibra de SPME pode ser utilizada por submersdo em
uma fase liquida (extracdo por imersdo direta), ou por exposicdo a uma fase gasosa
(headspace) em equilibrio com a amostra (Figura 8) em determinada temperatura (ARTHUR;
PAWLISZYN, 1990) e entdo os compostos adsorvidos podem ser dessorvidos termicamente

por exposicdo da fibra no injetor do cromatografo.

Figura 8. Tipos de aplicacOes para fibra de Microextragdo em fase sélida - SPME (VIEIRA, 2007).
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Os métodos de extracdo também sdo influenciados pelos efeitos de matriz sendo que

em solucéo hidroalcodlica, como as bebidas destiladas com graduacédo alcoolica de 20 a 40%,
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0S compostos organicos que estdo em baixa concentracdo como 0s terpenos e terpendides,
ficam retidos na fase liquida devido a solubilidade no etanol, assim faz-se necessario o
preparo da amostra com a diluigdo e/ou adicdo de sal (efeito salting-out) para que favoreca a
volatilizacdo destes compostos.

A diluicdo minimiza a formacdo da emulsdo e a interferéncia no processo
cromatografico, porém diluicbes menores que 10% de etanol resultam na perda de
sensibilidade para a maioria dos volateis (DE LA CALLE GARCIA et al., 1996).

Ao adicionar sal na amostra ocorre o aumento da forca ionica facilitando o
desprendimento dos compostos organicos semivolateis para a fase vapor o que melhora a
eficiéncia da extracdo, além disto, pode ocorrer a atenuacdo do limite de fase, tensdo
superficial, promovendo a volatilizacdo dos analitos dissolvidos da fase liquida.

Yang e Peppard (1994) mostram que o efeito da adicdo de sal sobre a adsor¢do dos
volateis na fibra de SPME depende da natureza dos compostos analisados. Para a maioria dos
compostos quantificados (acetato butirato, cis-3-hexenol, benzaldeido, linalol, neral, g-
hexalactona, 1-carvona, 2-feniletanol, aldeido cinamico, g-decalactona, citrato
heliotropinandtrietil) foi observada uma correlacdo positiva entre a concentracdo de sal e a
quantidade de volateis adsorvidas na fibra. Resultados similares também foram observados
pelos mesmos autores para uma série de terpenos (geraniol, nerol, citronelol, nerol, éxido de
linalol e a-Terpineol) amostrados diretamente a partir da fase liquida quando a matriz foi
saturada com sal, porém ocorreu decréscimo na resposta para limoneno, anetol e -ionona.
Assim, que para melhor compreensdo do efeito da matriz faz-se necessario estuda-la de
acordo com os compostos flavorizantes individualmente.

Cardeal et al., (2009) analisaram compostos organicos volateis presentes em amostras
de cachaca concentrando estes analitos por meio de um microextracdo em fase solida e
encontraram 200 compostos nas amostras estudadas, tornando possivel reconhecer as
diferengas e semelhancas entre elas. Martin et al., (2010) usaram SPME para analisar 22
compostos volateis incluindo alcoois, ésteres, aldeidos e terpenos em amostras de diferentes
orujo, destilado de uva produzido na Espanha, a fim de caracterizar os compostos de acordo
com a sua origem geografica. Pefia-Alvarez et al., (2006) analisaram 18 amostras de tequila
envelhecida de diferentes marcas comerciais utilizando a fibra de PDMS / DVB, NaCl 100%,
25°C, 30 minutos e agitacdo a 1200 rpm e 0 método desenvolvido mostrou que procedimento
analitico utilizado foi seletivo, robusto (mais de 100 analises com a mesma fibra), rapido e de

baixo custo.
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Outra forma de extracdo destes volateis pode ser por headspace dindamico no qual a
amostra é volatilizada e depois do tempo de equilibrio é purgada, concentrada na armadilha
(trap), dessorvidos os volateis pelo aquecimento balistico e analisados por cromatografia
gasosa. A maior vantagem do headspace dinamico € a altissima sensibilidade, uma vez que o
equilibrio termodinamico entre a amostra e o analito ndo € obrigatoriamente necessario e a
sensibilidade do método é aumentada pela adsorcdo dos compostos no trap, no entanto a
extracdo completa nem sempre é alcangada.

Outro aspecto a ser considerado no headspace dindmico refere-se ao emprego de
temperaturas elevadas para extracdo de compostos semivolateis, nesta situacdo pode ocorrer
degradacdo quimica do material polimerico adsorvente, portanto, compostos de degradacao
gerados pelo método analitico devem ser diferenciados dos componentes originais da amostra.
Além disso, a vazdo do gas, tempo de purga e a natureza do material adsorvente devem ser
otimizadas de acordo com 0s compostos de interesse.

Os cartuchos ou discos usados para a captura dos compostos volateis podem ser feitos
de diferentes materiais adsorventes, sendo caracterizados pela sua afinidade a compostos
organicos. Para extracdo de compostos volateis destacam-se o carbono ativado e polimeros
constituidos de poliestireno, ésteres poliacrilicos ou resinas fenodlicas. Em analise de terpenos
em diferentes matrizes, incluindo bebidas destiladas, sdo utilizados principalmente polimeros
com estrutura composta de 2,6-difenileno, comercialmente conhecidos por
Tenax®(JANZANTTI, 2004; NOBREGA, 2003; LOCKWOOD, 2001) bem como seus
derivados e polimeros com estrutura composta de etilvinilbenzeno/divinilbenzeno,

comercialmente conhecidos por Porapak®.

2.3.2 Determinacdo de compostos volateis em bebidas alcoolicas por cromatografia
gasosa GC-MS e GC-FID.

Para analisar volateis em destilados podem ser utilizados véarios detectores, uma
estratégia € classificar os compostos volateis para determinar qual tipo de detector que melhor
se adéqua a analise. Assim como foi feito para vinhos (LOPEZ et al., 2002) podemos
classificar os componentes volateis de destilados em diferentes categorias de acordo com seus
respectivos métodos de anélise.

A primeira categoria inclui todos 0s compostos presentes em concentracao
relativamente alta (concentracdo maior que 0,1 mg/L) que podem ser analisados por
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama (GC-FID). Sdo exemplos tipicos 0s
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acetaldeidos, alcoois superiores e de alguns de seus acetatos, acidos graxos e seus esteres
etilicos.

A segunda categoria s&o volateis que possuem concentragdes inferiores a 0,1 mg/L e
superiores a 0,1 pg/L, a analise destes compostos é possivel apdés um passo de pré-
concentracdo, extracdo (SPME, Headspace estatico ou dinamico, dentre outros) e o uso da
cromatografia gasosa acoplada com detector de espectrometria de massas (GC-MS). Os
compostos deste grupo sdo os fenois volateis, lactonas, alguns ésteres, terpenos e
norisoprendides tais como, B-ionona e B-damascenona.

A terceira categoria € um grupo heterogéneo constituido por compostos cuja andlise é
dificultada pela baixa estabilidade quimica e concentracfes extremamente baixas. S&o
exemplos conhecidos compostos volateis de enxofre, alguns aldeidos, alquil metoxipirazinas,
e alguns tidis aromaticos. Em geral, a analise destes compostos requer o desenvolvimento de
métodos especificos de isolamento, de deteccdo e frequentemente a utilizacdo de derivados
quimicos.

Trabalhos desenvolvidos na area de bebidas tém utilizado a técnica de cromatografia
gasosa para andlise de volateis com ambos os detectores (FID e MS). Nonato et al., (2001)
extrairam compostos volateis por headspace-SPME da cachaga com fibra de PA e analisou
por GC-MS sendo capaz identificar 38 compostos onde 11 eram ésteres. Castro et al., (2004)
analisaram os compostos do vinho, por SPME-GC-FID, encontrando 36 compostos, destes 13
eram ésteres. Demyttenaere et al., (2003) determinaram 21 compostos volateis em uisque,
utilizando a mesma técnica GC-MS. O numero de trabalhos vem aumentando, pois existe um
grande interesse na identificacdo e também na quantificagdo destes compostos para que seja
possivel uma padronizacdo e assim evitar adulteraces, além de que o conhecimento dos
volateis presentes em bebidas e alimentos pode auxiliar na identificacdo daqueles que

favorecem ou prejudicam a sua qualidade.
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2.4 DELINEAMENTO FATORIAL E ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS.

A catalise enzimatica, como todas reagdes biquimicas, é um processo complexo
influenciado por um grande nimero de variaveis, que nem sempre mostra um comportamento
definido diante de uma variagédo, sendo necessario o0 estudo das mesmas. Uma maneira de
estudar como as variaveis influenciam e se relacionam ¢é pelo do delineamento fatorial
completo I" (em que | sdo os niveis e n sdo as variaveis), no entanto para experimentos em
gue o numero de fatores é maior que 4 faz-se necessario experimentos fatoriais exploratorios
(screening) como delineamento fracionado ou plackett burmam, em que um grande ndmero
de variaveis com menor nimero de experimentos podem ser avaliadas de modo que aquelas
que apresentem efeito significativo sobre o processo seja evidenciada e posteriormente
realizados delineamentos completos, composto central rotacionavel (DCCR) ou metodologia
de superficie de resposta(MRS), a fim de otimizar o processo com a um menor numero de
experimentos. (MONTGOMERY, 2004)

O planejamento fatorial fracionado é possivel estatisticamente, pois permitem avaliar
efeitos principais, sacrificando efeitos de terceira ordem ou superior que sdo irrelevantes na
maioria das situacgdes. As fracOes podem ser Y, ¥4 e etc., do fatorial completo, contudo estas
devem respeitar a ortogonalidade, ou seja, que os efeitos sejam avaliados de forma
independente entre si. (NIST/SEMATECH, 2012)

Modelos fracionarios sdo expressos usando a notacdo 2P, onde 2 é o nimero de niveis
de cada um dos fatores investigados, k € o nimero de fatores investigados, e p descreve o
tamanho da fragdo do fatorial completo usado. Formalmente, o simbolo p representa o nimero
de geradores em que os efeitos ou intera¢fes sdo confundidos, ou seja, ndo pode ser estimado
de forma independente um do outro. Um projeto com geradores de p é uma fracdo 1/(2p) do
planejamento fatorial completo, por exemplo, o delineamento 2°2 é ¥, fracdo, ou Seja, ao
invés dos 32 ensaios que seriam realizados experimento fatorial completo serdo necessarios
apenas 8 experimentos.

Uma propriedade importante do delineamento fracionério é a resolucdo, que esta
relacionada com a ortogonalidade, que é a forma de planejar os experimentos de maneira que
seja possivel separar os efeitos principais das interacdes de ordem superiores. Assim as
principais resolucdes possiveis estdo listadas a seguir:

e Planejamento de resolucdo 111 — exemplo 2** com relagdo L=ABC: S&o planejamentos

nos quais nenhum efeito principal esta associado com outro efeito principal, mas os
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efeitos principais estdo associados com interacdes de segunda ordem e interacdes de

segunda ordem podem estar associadas entre si.

e Planejamento de resolugdo IV — exemplo 2** com L=ABCD: S0 planejamentos nos
quais nenhum efeito principal esta associado com qualquer outro efeito principal ou
qualquer interacdo de segunda ordem, mas interaces de segunda ordem estdo
associadas ente si.

e Planejamento de resolucéo V — exemplo 2°* com L=ABCDE: S&o planejamentos nos
quais nenhum efeito principal ou interagdo de segunda ordem estad associado com
qualquer outro efeito principal ou interacdo de segunda ordem, mas interacGes de
segunda ordem estéo associadas com interacdes de terceira ordem.

e Planejamento de resolucéo VI — exemplo 2°* com L=ABCDEF: S&o planejamentos
nos quais os efeitos principais estdo relacionados com os efeitos de quarta ordem,
efeitos secundarios com o de terceira ordem e os de terceira ordem entre eles.

Além da ortogonalidade outro fator a ser considerado para delineamento fracionado é
o nivel de significancia em que devem ser usado 90% de confianca, assim s&o considerados
significativos variaveis que possui p-valores menores que 10%(p<0,1) na andlise estatistica
que permite incluir possiveis fatores relevantes que ficariam excluidos com um nivel de
significancia de 5%.(RODRIGUES, M. I; IEMMA, A. F., 2009)

Além do planejamento experimental é utilizado em tratamento de dados analiticos a
estatistica multivariada, PCA(Principal Component Analysis) e HCA(Hierarchical Cluster
Analysis), aplicada a quimica que permitem explorar os varios resultados relacionados com
muitas variaveis pela representacdo grafica de todo o conjunto de dados facilitando a
interpretacéo dos resultados obtidos, com o objetivo de verificar a existéncia de similaridades
entre as amostras que, por sua vez, correspondem as semelhancas na composi¢ao quimica.

A PCA visa diminuir a dimensionalidade do conjunto de dados originais, preservando
a maior quantidade de informacdo (variancia) possivel obtida por meio do estabelecimento de
novas variaveis ortogonais entre si, denominadas componentes principais (PCs — Principal
Component), que sdao combinacgdes lineares das variaveis originais organizadas em ordem
decrescente de importancia e séo representadas por graficos obtidos pelas amostras em um
sistema cartesiano, em que 0s eixos sdo as PCs que permitem a interpretacdo multivariada de
conjuntos de dados grandes e complexos por meio de graficos bi ou tridimensionais. Estes
gréficos apresentam informacdes que expressam as inter-relacdes que podem existir entre as
variaveis, facilitando a interpretagdo multivariada do comportamento das amostras.
(CORREIA P.R. M. ; FERREIRA M. M. C, 2007)
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Além disso, é possivel verificar quais dos parametros analisados (variaveis) sao 0s
principais responsaveis pela formacéo dos grupos de amostras, assim avaliacdo das PCs pode
auxiliar no estabelecimento de uma assinatura quimica particular para cada grupo de amostras
segregado apds a PCA, esse é o objetivo principal dos estudos de reconhecimento de padrdes,
que busca encontrar uma maneira de relacionar a identidade de uma amostra com suas

caracteristicas quimicas.
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3. OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Analisar 0os compostos volateis da cana-de-agUcar, sua distribuicdo estrutural e
varietal, além de otimizar a aplicacdo de extratos enziméticos ricos em B-glicosidase
produzidos pelos fungos Aspergillus niger NRRL3122 e Thermoascus aurantiacus

CBMAI756, visando 0 aumento de terpendides livres na aguardente de cana.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar e diferenciar o perfil varietal e estrutural de distribuicdo dos compostos
flavorizantes em diferentes canas-de-agucar;

e Verificar as diferencas quimicas por analise multivariada de componentes
principais (PCA), entre as variedades de cana de acucar;

e Otimizar a andlise de terpenos por HS-SPME-GC-MS;

e Otimizar a aplicacdo de extratos enziméticos ricos em PB-glicosidase no caldo de
cana objetivando conhecer os efeitos das varidveis e o ponto 6timo da aplicagdo ou

seja, aquele que possui maior quantidade de terpenos e norisoprendides livres.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANALISE DAS VARIEDADES DE CANA-DE-ACUCAR

4.1.1 Diferenciacéo das variedades de cana-de-agucar pelos compostos volateis.

Foram empregadas 21 variedades de cana cedidas pela Fazenda Experimental da
UFSCar, em Valparaiso (latitude 21°16'14" sul, longitude 50°48'43" oeste e altitude de 431
metros) — SP (RB93509, SP791011, RB975201, RB92579, RB867515, RB975952,
RB988082, RB 965917, RB975932, RB987935, SP813250, RB925211, RB855536,
RB937570, RB928064, RB966928, RB855156, RB975033, RB935744, RB835054,
RB96590). Com estas amostras foram realizados estudos sobre a variabilidade da composi¢éo

quimica entre diferentes cultivares, bem como ao longo da estrutura da planta.

4.1.2 Preparo do caldo das variedades de cana para liberacdo dos volateis

As 21 variedades de cana-de-acucar foram submetidas a higienizacdo, em seguida a
extracdo do caldo de cana foi processada em prensa hidraulica e no caldo obtido foi
adicionado &cido sulfarico (0,5 %, v/v) e octanol, como padrdo interno, (50 ppb) para
posteriormente serem realizadas as analises da composicao volatil por Headspace-Trap-GC-
MS.

4.1.3 Preparo das amostras para analise quimica volatil ao longo da estrutura da
cana-de-acgucar.

As andlises da composi¢cdo quimica volatil ao longo da estrutura da cana-de-agucar
foram feitas em trés etapas. A primeira foi a diferenciacdo da altura, figura 9a, a segunda
entre-nos e no, Figura 9b, e a terceira casca e polpa.

Foram selecionadas trés variedades R975033, RB987935 e RB975952 previamente
higienizadas para analise da altura e entre-nos e nodulo(nd) da planta. Para analise quimica
volatil da altura foram coletadas 4 fragdes do topo da planta até a sua raiz(Figura 9a), para 0s
entre-nés e nddulo foram coletados colmos localizado na regido central de cada planta de
cana-de-acucar e este foi dividido em 5 partes (Figura 9b) sendo analisados separadamente.

Para analise dos compostos volateis presentes na casca foi utilizada apenas uma
variedade RB975952 em que foram separadas a casca da polpa. A casca foi prensada e em
seguida centrifugada obtendo o precipitado que foi separado da polpa e posteriormente foi
adicionado agua no precipitado e em ambos caldos obtidos foram adicionados acido sulfdrico

e octanol de forma que no volume final houvesse, respectivamente, 0,5% e 50 ppb.
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Todas as fragGes foram analisadas separadamente via Headspace-Trap-GC-MS e 0s

reagentes e solventes empregados foram todos de grau analitico.

Figura 9. Figura esquematica do fracionamento da cana-de-agUcar para andlise dos volateis em fungdo da
altura dividida em 4 segmentos da parte superior até a raiz, Figura 9a, e fracionamento em funcao do
entre-no e nodulo, dividida em 5 segmentos, Figura 9b.

NODULO (NO)

A B

4.1.4 Anédlise dos aromas das variedades e estrutura da cana-de-agucar por
Headspace-Trap-GC-MS.

A determinacdo dos compostos terpénicos e norisoprendides nas 21 amostras de cana
foi realizada por HS-Trap-GC-MS. O equipamento usado foi o cromatografo Perkin Elmer
clarus 600 conectado ao amostrador tipo head-space Perkin Elmer TurboMatrix HS-40 com
trap de carvao ativo e acoplado ao espectrometro de massas Perkin Elmer — Clarus 680 MS

em que os parametros ajustados encontra-se na Tabela 2.



Tabela 2. Parametros utilizados para analise da composicdo quimica das variedades por HS-Trap-GC-MS.

Parametros trap — Perkin Elmer TurboMatrix HS-40 Trap Valores
Temperatura da agulha 120°C
Linha de transferéncia 200°C
Temperatura de forno 100°C
Temperatura baixa trap 35°C
Temperatura alta trap 300°C
Ciclos 4
Tempo de manutencdo trap 3min
Tempo termostatiza¢do do frasco 30 min
Tempo pressurizacao do frasco 1,5 min
Tempo de decaimento 1,5 min
Presséo coluna 30 psi
Presséo vial 35 psi
Tipo de fibra Carvao ativo

Parametro GC — Perkin Elmer - Clarus 600

Temperatura Inicial 40°C
Tempo de estabilidade 1 0
Rampa 1 40-100°C
Raz&o de aquecimento 1 10°C/min
Tempo de estabilidade 2 0
Rampa 2 100-180°C
Raz&o de aquecimento 2 5°C/min
Tempo de estabilidade 3 0
Rampa 3 180-250°C
Razdo de aquecimento 10°C/min
Tempo de estabilidade 1,5 min
Gas de arraste Hélio 5.0
Fluxo 1 mL/min
Coluna-30mx 0.25 mm x 1.4 um Elite 5SMS
Parametro MS — Perkin Elmer — Clarus 680 MS

Extensdo de massa 40-230 m/z
Atraso do solvente 5 min
Tempo de Varredura 0,5 min
Tempo de atraso entre varreduras 0,1 min
Temperatura da linha de transferéncia 230°C
Temperatura da fonte 210°C
Voltagem da Multiplicadora 368 V
Software de aquisi¢do de dados TurboMass 5.4.1

35
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4.1.5 Tratamento dos dados para diferenciagédo da distribui¢do de compostos
volateis no perfil estrutural e varietal da cana-de-acgucar.
Para verificar a possivel correlacdo entre as variedades de cana-de-agucar e 0S
compostos volateis, foi realizada a analise multivariada de componentes principais (PCA —
Principal Components Analysis). As &reas dos picos cromatograficos dos compostos foram

consideradas como variaveis e foram analisadas com o software livre OCTAVE versdo 3.6.1.
4.2 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO PARA PRODUCAO DAS ENZIMAS.

Para producéo de enzima o método empregado foi desenvolvido por Leite (2007) para
o fungo thermofilico Thermoascus aurantiacus CBMAI756 e para o fungo mesofilico

Aspergillus niger NRRL 3122 foi o desenvolvido por Casciatori (2012).

4.2.1 Indculo.

A partir da cultura de manutencdo do fungo Thermoascus aurantiacus CBMAI756 da
colecdo do Laboratério de Bioguimica e Microbiologia Aplicada do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista, campus de S&o José do Rio Preto,
que estava mantida em tubos de ensaio com PDA (Potato Dextrose Agar) inclinado, submerso
em 6leo mineral, em camara fria a 5°C, esta foi inoculada em 2 erlenmeyers com 50 mL de
Agar Sabouraud inclinado para a ativacdo do fungo sendo incubadas a 50°C durante 48 horas.

A cultura do fungo Aspergillus niger NRRL3122 fornecidos pelo laboratério de
Bioprocessos do departamento de Engenharia de Alimentos do mesmo instituto que
encontrava-se em tubos de ensaio com PDA (Potato Dextrose Agar) inclinado, submerso em
6leo mineral, foram inoculadas para ativagdo em 2 erlenmeyers com 50 mL de PDA, Potato

Dextrose Agar, inclinado e incubado a 35°C por 7 dias.

4.2.2 Solucédo Salina.

Foi utilizada como solucdo salina para o crescimento em estado solido dos fungos
Thermoascus aurantiacus e Aspergillus niger a solucdo 0,35% de (NH4).SO,, 0,3% de
KH,POy, 0,05% de Mg,SO4-7H,0 e 0,05% de CaCl, proposta por Toyama e Ogawa (1978),
as solucbes foram previamente esterilizadas em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 30

minutos.
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4.2.3 Fermentadores.

Os fermentadores utilizados foram feitos com sacos de polipropileno de 15 x 30 cm,
acoplados com bocal de PVC de 3,5 cm de comprimento e 1,5” de didmetro, fechados com
tampdo de algodao envolto por gaze, para garantir a troca de gazes e assegurar que ndo
houvesse contaminagao por outros microrganismos.

Bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo foram lavados com agua e secos em estufa
com circulacédo de ar quente a 50 °C, o bagaco de cana foi separado em peneira para remogao
da fracdo maior que 5,64 mm, em seguida peneirado em peneira granulométrica e descartada
a fracdo menor que 2 mm, foram utilizados 5,0 g de substrato por fermentador, dos quais para
o fungo T. aurantiacus foi na proporc¢édo de 1:1 e para o A. niger foi utilizado 3,5 g de bagaco

de cana-de-agUcar e 1,5 g de farelo de trigo.

4.2.4 Contagem de esporos e inoculagao.

Apbs 2 dias de incubacdo do inoculo de Thermoascus aurantiacus e 7 dias para
Aspergillus niger as células e os esporos, respectivamente, de cada erlenmeyer foram
suspensos, por cuidadosa raspagem com alca de platina, em 50 mL da solugédo salina. A
quantidade de esporos foi determinada em camara de Neubauer, seguida de contagem em
microscopio 6tico. Os fermentadores contendo os substratos esterilizados foram inoculados
com volumes de suspensdo padronizados com 5,0x10" células e esporos, e completados com

solucéo salina para um volume final de 20,0 mL resultando em 80% de umidade.

4.25 Fermentacdo em estado solido (FES).

Os fermentadores contendo o substrato seco foram inoculados e incubados 50°C para o
fungo Thermoascus aurantiacus durante 5 dias e 35°C para o fungo Aspergillus niger durante
7 dias.

As enzimas foram extraidas pela adicdo de 100 mL de agua destilada a temperatura
ambiente e homogeneizadas para desaglomeracdo dos micélios. A suspensdo foi entdo
transferida para erlenmeyers de 250 mL, em que permaneceu em agitador orbital a 150 rpm
por 1 hora. Apos agitacdo as amostras foram centrifugadas a 10000g durante 20 minutos a

5°C, para remocao de células e outras particulas sélidas em suspensao.
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4.2.6 Ultrafiltragéo.

A fim de obter extrato mais puro, concentrado e ter em menor volume maior
concentracdo de enzima para ajustar o brix posteriormente, o extrato bruto foi concentrado
utilizando o sistema QuixStandTM Benchtop da Amershan Bioscience com membrana
miliporosa de 10kDa, utilizando unidade de ultrafiltracdo com pressao de 15psi. O extrato foi

concentrado cerca de 10 vezes (v/v), seguido de medida de atividade enzimatica.

4.2.7 Caracterizacdo do Extrato Enzimatico.

4.2.7.1 Atividade enzimatica - S-glicosidase.

As atividades de p-glicosidase dos complexos enzimaticos estudados foram
determinadas pela quantificacdo de p-nitrofenol liberado pelas enzimas a partir de 4-
nitrofenil-p-D-glicopiranosideo (PNPBG, Sigma) usado como substrato. Foram adicionados
250 pL de tampdo acetato 0,1M, pH 5,0, e 250 pL de PNPG 4mM a 50 pL do filtrado
enzimatico, reagindo por 10 minutos a temperatura de 70°C para o fungo Thermoascus
aurantiacus e 60°C para o fungo Aspergillus niger. A reacdo enzimatica foi paralisada com 2
mL de carbonato de sédio 2M. O p-nitrofenol liberado reagiu com a base e produziu o p-
nitrofenolato(coloracdo amarela) e este foi quantificado por espectrofotometria em A=410 nm.
Uma unidade de B-glicosidase corresponde ao total de enzima que libera 1uM de p-nitrofenol

por minuto no meio reacional.

4.2.7.2 Determinacdo de Proteina Total.

O teor total de proteina foi quantificado através do método de Lowry et al., (1951),

utilizando soro albumina bovina como padrdo analitico.

4.2.7.3 Caracteristicas fisico-quimica dos extratos ricos em f-glicosidase produzido pelos
fungos A. niger e T. aurantiacus.

A determinacdo do efeito do pH sobre a atividade enzimética de R-glicosidase foi
realizada incubando-se 0,05 mL das enzimas em 0,25 mL do substrato p-nitrofenil 3-D-
glicopiranosideo 4mM (pNPG, Sigma), em diferentes valores de pH e os tampdes da Tabela 3

para cada pH especifico. A atividade enzimatica foi quantificada a 60°C para o fungo A.niger,
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70°C para o T. aurantiacus e paralisada com carbonato de sédio 2M apds 10 minutos de

reacao.
Tabela 3. Solugdes tamponantes utilizadas para medicédo do pH 6timo.

Tampéo (0,1M) pKa pH

Glicina— HCI 2,4 3
Acetato de Sodio 4.8 4e5
Citrato de Sodio 6,4 6
Fosfato de Sodio 7.2 7e8
Glicina— NaOH 9,8 9e10

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi realizado incubando-se 0,05
mL da B-glicosidase nas mesmas condic¢des descritas para a determinacdo da atividade, em
diferentes temperaturas, variando entre 40 e 90°C. Os ensaios de atividade foram realizados

em tampdo acetato de sédio 0,1M no pH étimo das respectivas enzimas.

4.2.7.4 Efeito da glicose e etanol sobre a atividade das enzimas.

Para a determinag@o do efeito da glicose e etanol sobre a atividade das enzimas, foi
utilizado pNPRG (2 mM) como substrato. A atividade enzimatica foi quantificada com a
adicdo destes compostos, em diferentes concentragdes, na mistura de reacdo (0—100 mM de
glicose e 0-20% de etanol). Os ensaios foram realizados a 60°Cem tampéo acetato de sodio
0,1 M pH 4,5.

4.3 ANALISES CROMATOGRAFICAS GC-MS

4.3.8 Otimizacao do processo de extracao de terpenos em fase sélida — SPME.

Para otimizacdo do método de extracdo de terpenos no caldo de cana-de-agucar foi
empregado delineamento fatorial completo utilizando 2 tipos de fibra, 3 concentracGes de
etanol e 3 temperaturas, Tabela 4. O aquecimento do frasco para volatilizacdo dos compostos
foi realizado durante 30 minutos e a adsor¢do e dessor¢do dos compostos da fibra por 5

minutos.

Tabela 4. Delineamento completo para otimizacéo da analise de terpenos por HS-SPME-GC-MS .

Fatores - Nl\_/e|§
Baixo  Intermediario Alto
Fibra (minutos) PDMS - PDMSDVB
Concentracéo de etanol (%) 10 25 40
Temperatura 40 70 100

As analises foram realizadas com 0s mesmos parametros para 0 GC-MS que o item

4.1.4 e assim foi obtido o cromatograma de ions totais e posteriormente para aquisicdo da area
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de cada compostos foi extraido o ion mais intenso (Tabela 5) e calculado a area pelo Software

TurboMass 5.4.1 e os dados estatisticos foram analisados com o uso do software Minitab

16.1.

Tabela 5. Compostos analisados por GC-MS para otimizacao da analise por Microextracdo em fase sélida, SPME .

Composto lon extraido (m/z) Composto lon extraido(m/z)
Octanol 56 Mirceno 93
Limoneno 68 Isopulegol 121
Citronelal 69 Isoborneol 95
Citronelol 69 Cénfora 95
Neril-acetato 69 Verbenona 107
Nerolidol 69 p-Mentano 111
Farnesol 69 p-Cimeno 119
B-damascona 177 B-damascenona 121
a-Terpineol 93 a-lonona 121
4- Alil- 1,2-dimetoxibenzeno 77 Canfeno 136
Mirtenol 79 2,6,10,10-tetrametil-1-oxa-espiro-(4,5)-dec-6-eno 138
Alcool fenchilico 81 Oxido de rosa 139
Pulegona 81 1-alil-2-metoxi-benzeno 148
Carvil acetato 84 Isoeugenol 164
Terpineno 93 Eugenol 164
Linalol 93 B-lonona 177

Felandreno 93

4.3.9 Andlises dos volateis nos extratos enzimaticos.

Devido a baixa concentracdo obtida nos caldos “in natura” foi necessario a

modificacdo na metodologia de analise 4.1.4 de full scan, varredura completa dos ions na

faixa de 40 a 230 m/z, para SM(selected ion monitoring) em que foram monitorados dois

fragmentos com m/z caracteristicos a cada composto, sendo o0 primeiro mais intenso e outro

que separasse 0S picos que co-eluiam em tempos proximos de retengdo, sendo estes ions

mostrados na Tabela 6.



Tabela 6. Compostos analisados por GC-MS para otimizacéo da aplicacédo do extrato enzimatico.

41

Terpenos

fons monitorados

Intervalo de tempo

(m/z) (min)*
1,4 - Cineole 55e 111 12.08-12.68
p-Cimeno 91e119 12.36-12.96
Limoneno 91e 93 12.52-13.12
Linalol 71e 93 14.29-14.89
Oxido de rosa 69 e 139 14.69-15.29
Alcool fenchilico 80e 81 15.20-15.80
Citronelal 69 e 95 15.81-16.41
Isopulegol 69e71 16.02-16.62
Canfora 81e 95 16.12-16.72
Isoborneol 95 16.57-17.17
a-Terpineol 93e121 17.29-17.89
Mirtenol 79e91 17.39-17.99
Citronelol 8le 95 17.86-18.46
Nerol 84 17.92-18.52
Pulegona 68 e 69 18.56-19.16
2,6,10,10-tetrametil-1-oxa-espiro-(4,5)-dec-6-eno 82e138 20.66-21.16
Carvil-acetato 84e119 20.89-21.49
Neril-acetato 69 e 93 21.43-22.03
Isoeugenol 164 21.52-22.12
[-damascenona 69e121 22.35-22.95
4-Alil-1,2-dimetoxibenzeno 77 e 164 22.59-23.19
a-lonona 93e121 23.45-24.05
B-lonona 91e 177 24.90-25.50
Nerolidol 69e71 26.70-27.30

*Intervalo de monitoramento dos dois ions.

4.4 OTIMIZACAO DA APLICACAO DO EXTRATO ENZIMATICO RICO EM -
GLICOSIDASE NO CALDO DE CANA-DE-ACUCAR.

A otimizacdo da aplicacdo do extrato enzimatico foi realizada em duas etapas a

primeira para realizacdo da selecdo (screening) das variaveis pelo delineamento fatorial

fracionado 2°* (Tabela 6) com 32 ensaios com o nivel de significancia fixo de p<0,1. E a

segunda etapa pelo planejamento fatorial completo feito com as variaveis selecionadas no

experimento de screening.

As variadveis estudadas na primeira etapa foram Brix (12 e 16), teor de solidos

soltveis, tempo (20 e 80 minutos), concentracdo (0,5 e 2 U/mL), agitacdo(0 e 100 rpm),

enzimas (extrato de cada fungo individual A. niger e T. Auriantiacus) e etapas de aplicacao

(pré e pos fermentacdo alcoolica). Na otimizacdo foram utilizados o delineamento completo

(Tabela 8) e os dados foram analisados por metodologia de superficie de resposta (MRS) com

0 uso do software Minitab 16.1.
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Tabela 7. Delineamento experimental fracionado 26-1 para o screening de variaveis na aplicacao de
extrato enzimatico concentrado rico em f-glicosidase.

- Niveis
Fatores Caodigo BaiXo Alto
Tempo (minutos) A 20 80
Concentracdo (U/mL) B 0,5 2
Brix (%) C 12 16
Agitacéo (rpm) D 0 200
Etapas E Pré - fermentacéo P0s - fermentacéo
Enzimas F T. aurantiacus A. niger

Tabela 8. Delineamento experimental completo para otimizacao da catélise enzimatica realizado ap6s o
screening de variaveis.

Fatores Caodigo Niveis
Concentracgéo A2 0 0,5 1 15 2 4 6
Tempo B2 0 10 20 30 45 60 90 120

4.5 FERMENTACAO ALCOOLICA.

4.5.1 Diluicdo do Brix — teor de sélidos soluveis.

O teor de solidos soluveis, Brix, do caldo de cana previamente extraido, foi medido
com o refratbmetro digital de bancada modelo Q767BD e marca QUIMIS. Para a aplicacdo
pré-fermentacédo foi adicionado o extrato concentrado rico em B-glicosidase, de acordo com a
atividade necessaria para cada ensaio e completando com agua até o volume calculado de
diluicdo (A) pela equacdo 1 e posteriormente realizado a reacdo enzimatica.

Na aplicacdo pos-fermentacdo o caldo foi diluido somente com agua, fermentado por

24 horas, posteriormente adicionado enzima e realizado a rea¢do enzimaética.

1)

A = quantidade de a4gua + extrato enzimatico concentrado; C = quantidade de caldo integral; G = °Brix do
caldo integral; g = °Brix desejado na mistura.

4.5.2 Aplicacdo pré-fermentacao e pds-fermentacao alcodlica.

Foi empregado caldo da variedade RB867515, fornecida pela Central Energética
Moreno de Monte Aprazivel, Sdo Paulo - Brasil, devido a facil obtencdo para realizacdo de
todas as etapas de otimizacdo, visto que as demais variedades encontram-se menos

disponiveis durante o ano.
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Para obtencdo do caldo a cana-de-aclcar foi prensada em prensa hidraulica e
posteriormente foi adicionado o extrato enzimatico de B-glicosidases antes da fermentacéo
alcoodlica (pré-fermentagdo) no mosto e diluido no brix de cada aplicag&o, procedimento 5.2.7,
foram mantidas a temperatura 6tima de cada enzima no tempo e concentracdo especificados
para cada ensaio. Assim, as amostras ap6s a aplicacdo foram fervidas no forno micro-ondas
para desnaturagdo das enzimas, ajustada a temperatura do caldo de cana para 30°C,
adicionado Saccharomyces cerevisiae, fermentado por 24 horas em estufa B.O.D a 30°C e
refrigeradas (3°C) em camera fria para as analises seguintes.

As amostras que foram adicionadas o extrato enzimatico depois da fermentacéo
alcodlica (pds-fermentacdo) foram diluidas no brix de cada aplicacdo e fermentadas por 24
horas. Apos este tempo foram adicionados os extratos nas atividades de cada experimento e
deixadas nas condicdes especificadas de tempo e agitacdo para cada ensaio do delineamento
fracionado, posteriormente as amostras foram fervidas no micro-ondas e refrigeradas (3°C)
em camera fria para as analises posteriores. Na fermentacdo alcodlica ndo foram empregados
aditivos minerais e antibioticos e o pH inicial da fermentacdo alcoolica foi medido e ajustado
com HCI 2M.



44
o. RESULTADOS

5.1 ANALISES DE COMPOSTOS FLAVORIZANTES DA CANA-DE-AGCUCAR,
OBTIDOS POR CATALISE ACIDA, UTILIZANDO HS-TRAP-GC-MS E
DIFERENCIACAO DO SEU PERFIL ESTRUTURAL E VARIETAL.

5.1.1 Diferenciacao do perfil varietal da cana-de-acUcar.

Para analise de componentes principais foi feito tratamento dos dados, afim de
verificar qual melhor procedimento estatistico deveria ser feito na analise multivariada de
componentes principais, observou-se que os dados deveriam ser centrados na média para
diferenciacdo das variedades da cana-de-agucar com relacdo a distribuicdo dos compostos
visto que a distribuicdo auto-escalada ndo forneceu informacdes suficientes para a
diferenciacdo (Figura 10).

Figura 10. Tratamento dos dados para Anélise de Componentes Principais — PCA.
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Calculou-se a variancia explicada para conhecer o nUmero de componentes principais
necessarias para analise, concluindo que era necessario 2 componentes principais com o total
da variancia de 86,4% (Tabela 9 e Figura 11).

Figura 11. Analise do nimero de componentes principais(PCs).

+—— PC1

<+«—— PC2

Tabela 9. Porcentagem de cada componente principal(PCs).

Componente Principal | Variancia Explicada (%)
PC1 57,6
PC2 28,8
Total 86,4

Observando a Figura 12a nota-se que o composto 8 (1,4 -dimetilpent-2-enilbenzeno)
possui predominantemente valores baixos da componente principal 1 relacionado com a
variedade de cana-de-agucar 11(SP813250), Figura 12b, que formou/liberou por catalise
acida poucos compostos volateis predominantemente 2,4-decadienal (Figura 13), que como 0s
demais aldeidos, possui aroma desagradavel em bebidas destiladas podendo ser proveniente

da casca da cana-de-acucar (LAMBERTON, 1965) ou produzidos através da auto-oxidacéo,
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foto-oxidacdo ou oxidacdo enzimatica, por lipoxigenases, do acido linoléico e linolénico que

estdo presentes na cana-de-agticar (LEDON et al., 2009).

Figura 12. Diferenciacgéo das variedades pelas componentes principais PC1 e PC2 — Gréfico de
loadings(17a), e Scores(17b).

1; p-damascenona, 2; Isoeugenol, 3; Eugenol, 4; 2,2,6- trimetil-ciclohexanona, 5; Megastigmatrienona, 6; trans-
pinocarveol, 7; 4(2,6,6)-Trimethylcyclohexa-1,3-dienilbut-3-en-3-ona; 8 1,4 -dimetilpent-2-enilbenzeno, 9; 3-
etil-Benzaldeido, 10; 2,4-Decadienal, 11; Nonanal, 12; 1-mesitil-1,3-butadieno.

1.RB93509; 2.SP791011; 3.RB975201; 4.RB92579; 5.RB867515; 6.RB975952; 7.RB988082; 8.RB965917; 9.RB975932;
10.RB987935; 11.SP813250; 12.RB925211; 13.RB855536; 14.RB937570; 15.RB928064; 16.RB966928; 17.RB855156;
18.RB975033; 19.RB935744; 20.RB835054; 21.RB96590.
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Figura 13. Distribuicdo dos volateis nas 21 variedades de cana-de-acUcar estudadas.

As variedades de cana de agucar 13(RB855536), 10( RB987935) e 6(RB975952)

possui valores positivos das PCs 1 e/ou 2 (Figura 12a) sendo influenciadas principalmente
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pelos compostos 1(B-damascenona), 5(megastigmatrienona), 6 (trans-pinocarveol), 10 (2,4-
decadienal), que sdo derivados principalmente da degradacdo de compostos complexos como
carotendides e cido linolénico, assim como a maioria destes volateis sdo favoraveis ao aroma
de bebidas alcéolicas é possivel que estas variedades, dentro das 21 estudas, sejam melhores
indicadas para a producéo de aguardente de cana.

Dezessete de vinte e uma variedades ndo foram diferenciadas o que pode ser
justificado devido ao direcionamento da modificacdo genética para produgdo de cana-de-
acucar voltada a producéo de acucar e alcool, sendo assim faz-se necessario estudos genéticos

para o desenvolvimento de variedades direcionadas para producdo de aguardente de cana.

5.1.2 Andlise de compostos volateis da casca e polpa da cana-de-acUcar.

Os volateis flavorizantes na casca e polpa da cana-de-agucar é mostrado na Figura 14,
observa-se gque a casca possui maior concentracdo da maioria dos compostos incluindo
compostos que auxiliam no sabor e aroma de aguardente de cana como eugenol, isoeugenol,
p-cimeno, trans-Pinocarveal e compostos oriundos da degradacdo de carotendides (UENOJO
et al., 2007) como [-damascenona, 2,2,6-trimetil-ciclohexanona, 1,4 dimetilpent-2-
enilbenzeno e megastigmatrienona que quando presente em vinhos aumenta o aroma floral e

além disso possui baixos limites de percepcdo (FERREIRA et al., 2008).

Figura 14. Distribuicio dos compostos volateis na casca e polpa da variedade RB975952.
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Assim estes resultados sdo importantes, pois sabe-se que alguns produtores de cachaca
raspam a cana-de-acUcar antes da moagem acreditando realizar um processo de limpeza que,

por outro lado pode acarretar em perdas de volateis no produto final.

5.1.3 Anélise de compostos volateis com relacédo a fracdo no e entren6-no e altura
da cana de acucar.

Para melhor visualizacdo dos dados foi calculado a area percentual relativa a cada
composto, ou seja, a area total de cada volatil para cada variedade representou 100% e a partir
dos resultados obtidos a area percentual de cada fragéo foi calculada e obteve-se distribuicéo
dos percentuais de volateis individuais presentes nas variedades de cana na regido no e entre-

nos apresentada na Figura 15.
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Figura 15. Distribuicao dos volateis em funcéo da regiéo né e entre-nos das variedades de cana-
de-acicar RB987935, RB97595 e RB975033.

*Area percentual relativa ao total de cada composto em cada variedade.
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De maneira geral, todos os terpenos, terpinedides, norisoprendides e alguns aldeidos
foram encontrados, majoritariamente, no nddulo(nd) da planta de cana-de-agucar, assim €
possivel que aguardente de cana produzida somente pelo n6 da planta possua maior
guantidade de aroma e possa ser sensorialmente mais agradavel aos consumidores visto que,
grande concentracdes de terpenos, terpineodides e norisoprendides podem ser obtidas e estes
volateis séo sensorialmente agradaveis em vinhos, tequila e mezcal.

E possivel observar que as variedade RB987935 é a variedade que possui maior
guantidade, diversidade de volateis (Figura 13) e também apresenta maior quantidade
predominantemente no topo da planta (Figura 15). Ja a variedade RB975033, que possui
baixa concentracdo de volateis também apresentou maior propor¢do de volateis no topo da

planta e RB975952 possui 0s volateis distribuidos na regido préxima a raiz da planta.
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Figura 16. Distribuicao dos volateis em funcéo da altura das variedades de cana-de-actcar RB987935,
RB975952 e RB975033.

*Area percentual relativa ao total de cada composto em cada variedade.
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Portanto, ndo se pode chegar ha alguma conclusdo com os resultados obtidos sendo
necessario mais experimentos para verificar se hd ou ndo correlagdo dos aromas no perfil

longitudinal da planta.

5.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO RICO EM B-GLICOSIDASE.

5.2.1 Atividade pB-Glicosidase e teor de proteinas totais.

A atividade especifica obtida pelos fungo A. niger foi de 5,0 U/mg, Tabela 10, outros
autores relatam producao inferior por fermentacdo em estado sélido como JAGER (2001) que
obteve 1,68 + 0,54 U/mg, isto deve ser pelo uso como substrato unico farelo de trigo e neste
trabalho utilizou-se farelo de trigo e bagaco de cana-de-aclcar (1,5/3,5 g). Obteve-se
atividade especifica de 5,7 U/mg produzido pelo fungo T. aurantiacus CBMAI756 o que foi
superior ao de Leite (2007), 2,20U/mg, que usou como substrato de sabugo de milho moido.

Tabela 10. Atividade especifica do extrato enzimatico de cada micro-organismo.

Micro-organismo _At,i\{idade Proteina Atj\{idade
Enzimatica (U/mL) Total(mg/mL) Especifica(U/mg)
A. niger 5,23 1,05 5,0
T. Aurantiacus 6,31 1,11 5,7

Assim, as atividades relativas foram altas comparadas com trabalhos anteriores além
de que a especifica, neste trabalho, foi 15% maior para o extrato produzido pelo fungo T.

auriantiacus comparada com o produzido por A. niger.

5.2.2 Caracterizacgio da B-glicosidase produzida pelos fungos A.niger e T.
aurantiacus— Temperaturas e pH 6timos de atuacéo no substrato.

O extrato produzido por Aspergillus niger apresentou faixa 6tima de pH de atuacdo da
B-glicosidase no substrato por volta de 3,5 a 5,0 (Figural6) ideal para aplicagéo no caldo de
cana-de-acgucar, que geralmente possui pH de 4,5 a 5,0, além de ser o mesmo pH da producao
de etanol por S cerevisae, semelhantes resultados foram obtidos por JAGER (2001) e outros

autores(Tabela 11), porém o aumento do pH diminuiu a atividade enzimatica cerca de 65%.
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Tabela 11. Parametros caracteristicos de B-glicosidase produzida por A. niger (JAGER, 2001)

A pH pH Temp. - o
Referéncias 6timo  estabilidade  6tima (°C) Temp. de estabilidade (°C)
Watanabe et al., (1992) 4 4-4,5 >55
Unno et al., (1993) 4,5 2,5-9 55
Galas e Romanowska (1997) 5 4,5-7 65
Rashid e Siqddiqui (1997) | 4,6-5,3 5,0-7,0 70
JAGER(2001) 4,5-5 4,0-8,0 60 >50

O extrato produzido pelo fungo Thermoascus aurantiacus apresentou faixa 6tima de
pH entre 4,5 a 5,0, semelhante a obtida por Leite et al., (2008), e com 0 aumento de pH a
atividade B-glicosidase alterou mais que 20% comparada com a atividade 6tima (Figura 17).

Figura 17. pH 6timo dos extratos ricos em B-glicosidase de atuacgéo no substrato PNPBG produzidos pelos
fungos T. aurantiacus e A. niger.

A temperatura Otima de atuacdo do extrato enzimatic (Figura 18) do fungo T.
aurantiacus foi aproximadamente de 80°C semelhante a obtida por Leite et al., (2008) e para

A. niger de 60°C, como dentro da faixa que outros autores obtiveram(Tabela 11).
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Figura 18. Temperatura 6tima dos extratos ricos em f-glicosidase de atuacéo no substrato PNPG
produzidos pelos fungos T. aurantiacuse A. niger.

Desta maneira, a aplicacdo dos extratos enzimaticos foi realizada & temperatura de
60°C para o0 extrato enzimético do fungo A. niger e 70°C para o fungo T. auriantiacus e nao
sendo utilizado 80°C, pois segundo Leite et al, 2008, para o mesma cepa do fungo
Thermoascus aurantiacus CBMAI756 utilizada neste trabalho, a enzima permaneceu estavel a
70°C durante a aplicacdo de 1 hora do extrato em PNPBG o que n&o ocorreu acima desta

temperatura.

5.2.3 Efeito da adicéo de etanol e glicose nos extratos enzimaticos.

Na Figura 19, a adicdo de etanol em 10% diminui cerca de 13% a atividade do extrato
produzido pelo fungo A. niger enquanto que, a atividade do fungo T. aurantiacus aumenta
cerca de 20%. Este fator € importante, pois depois de fermentado o mosto possuira cerca de
9% de teor alcoolico e nesta concentragdo o extrato do fungo T. aurantiacus possuird
atividade maior 30%, comparada com o do A. niger, podendo obter melhores resultados para e

fungo T. aurantiacus nestas condicoes.
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Figura 19. Efeito da adicio de etanol na atividade aos extratos de B-glicosidase.

Né&o h& muita diferenca entre os efeitos de glicose dos extratos enzimaticos (Figura 20)
ambos diminuem a atividade enzimatica acentuadamente com a adi¢do de acUcar chegando a
40% da atividade com a adicdo de 50% de acucar, o que pode ndo ser favoravel para a adicdo

pré-fermentacéo alcodlica.

Figura 20. Efeito da adicao de glicose na atividade dos extratos ricos em f-glicosidase.
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5.3 OTIMIZACAO DA ANALISE DE TERPENOS POR HS-SPME.

Foi realizado o delineamento fatorial completo para 3 variaveis sendo elas
temperatura, tipo de revestimento da fibra e quantidade de etanol e assim realizados 18
ensaios em triplicata com total de 54 analises.

Como a analise foi utilizada para compreender a composicdo total de terpenos,
terpinedides e norizoprendides em fermentado de cana, os dados foram analisados com a
soma do total do percentual relativo a cada volatil, para ndo ocorrer a influéncia da éarea

individual que poderia tendenciar os resultados para o analito que tivesse a maior area.

Tabela 12. Valores médios da interacéo entre as variaveis para otimizacdo HS-SPME.

Total R? ajustado(0,993)

Fibra Etanol Temperatura Media P
40 72,21
10 70 51,7
100 39,24
40 18,56
PDMS 25 70 9,37
100 30,57
40 0
40 70 0
100 0
40 57,77 0,000
10 70 181,01
100 84,81
40 112,39
PDMSDVB 25 70 33,71
100 5,103
40 0
40 70 3,56
100 0

E possivel observar (Tabelal2) que para o revestimento PDMS/DVB obtiveram-se
valores mais altos, principalmente quando a analise foi realizada em temperatura de 70°C e
concentracdo de etanol de 10%, possuindo valor médio 1,6 vezes maior que o experimento
gue obteve a segunda area maior realizado com fibra PDMS/DVB, etanol 25% e temperatura
de 40°C, além disto 0 método analitico obteve ajuste alto (R*= 0,9993) o que indica uma boa
repetibilidade.

Resultados semelhantes foram encontrados por Pefia-Alvarez et al., (2006) que ao
testar 4 tipos de fibra (PA, PDMS, PDMS/DVB, CW/DVB), duas temperaturas (25 e 65°C) e

etanol em 10% para anélise de terpenos em tequila concluiu que o melhor método de analise
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era com o uso do revestimento de PDMS/DVB e como as temperaturas foram diferentes na
extracao de diferentes terpenos foi escolhida 25°C para as demais analises o que foi diferente
deste trabalho visto as melhores condicdes para o total de terpenos foi a 70°C. Assim, para as
analises posteriores de volateis a metodologia empregada foi com a fibra PDMS/DVB,
temperatura de 70°C e como o fermentado de cana possui graduacdo alcodlica por volta de

10% as analises foram realizadas sem que fosse necessario a diluicao.

5.4 OTIMIZACAO DA APLICACAO DE EXTRATOS ENZIMATICOS.

5.4.1 Screening das variaveis — Delineamento fracionado 2°.

Um total de seis varidveis (tempo, concentracdo, brix — teor de solidos solaveis,
agitacdo, etapas de aplicacdo e enzimas — extratos dos fungos T. auriantiacus e A. niger)
foram testados para reacdo de hidrdlise de terpenos usando 32 experimentos fornecidas pelo
delineamento fracionado 2°*.

Tabela 13. Efeitos da aplicacdo do extrato enzimatico obtidos através do delineamento fracionado 25
Terpenos p-cimeno Limoneno Linalol Citronelal
R-Sq(adj) 80,94% 59,55% 58,97% 71,47%
Varidveis  Baixo Alto Baixo Alto Baixo Alto Baixo Alto
Tempo 198,0* 214,9* 225,1* 262,8* 1236* 1408* 8596* 9754*

Concentracdo 204,0 208,9 239,1 248,7 1278 1366 8998 9351
Brix 206,8 206,1 199,9* 288* 1334 1310 8795* 9554*
Agitacdo  212,8* 200,1* 258,5* 229,3* 1236* 1408* 8762* 9587*
Etapas 176,1* 236,8* 236,2 251,6 1237* 1407* 7637* 10712*
Enzimas 232,8* 180,1* 274,9* 213* 1461* 1183* 10088* 8261*

*Valores significativos para P<0,1

Tabela 13. Continuagéo.

Terpenos a-Terpineol Citronelol Pulegona Neril-acetato

R-Sq(adj) 65,5 58,85 75,86 69,48
Variaveis Baixo Alto Baixo Alto Baixo Alto Baixo Alto
Tempo 558,3* 629,6* 741,5* 888,4* 3886 3949 5063 5501
Concentragdo 553,3* 634,6* 824,8 805,1 3887 3949 5128 5435
Brix 620,1* 567,8* 681,4* 948,5* 3511* 4325* 5039 5524
Agitacao 593,7 5942 763,2* 866,7* 3811 4025 5011 5552
Etapas 510,6* 677,4* 827,8 802,1 3340* 4496* 4608* 5955*
Enzimas  667,5* 520,4* 921,2* 708,7* 4401* 3435* 6769* 3794*

*Valores significativos para P<0,1
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Tabela 13. Continuagao.

4-Alil-1,2-
Terpenos Isoeugenol  B-damascenona dimetoxibenzenobenzeno
R-Sq(adj) 53,6 62,16 75,41
Varidveis  Baixo Alto Baixo  Alto Baixo Alto
Tempo 2092* 2381* 7718 8355 70,13* 76,37*
Concentracdo 2233 2240 7889 8183 72,09 74,4
Brix 1995* 2478* 7643 8429 70,72* 75,78*
Agitacdo 2258 2215 7379* 8694* 74,41 72,08

Etapas 1977* 2496* 6609* 9464* 63,26* 83,23*
Enzimas  2505* 1968* 9369* 6704* 82,71* 63,78*

*Valores significativos para P<0,1

Tabela 13. Continuagao.
Terpenos B-lonona Nerolidol
R-Sq(adj) 70,77 71,47
Varidveis  Baixo Alto Baixo Alto
Tempo 206,8 214,8 6982* 7923*
Concentragdo 206,3 215,3 7309 7596
Brix 205,5 216,1 7144* T7761*
Agitacao 199,3 222,3 7117* 7788*
Etapas 150,1* 271,5* 6204* 8701*
Enzimas  238,2* 183,4* 8194* 6711*

*Valores significativos para P<0,1

Os efeitos estimados através do delineamento fracionado dos terpenos liberados estdo
indicados na Tabela 13 e os fatores considerados significativos foram aqueles que o valor de P
foi inferior a 0,1 (Tabela 14).

De acordo com a Tabela 13 e Tabela 14 néo foi possivel identificar fatores comuns a
todos os terpenos que fossem significativos, porém os resultados indicaram que o nivel alto
dos fatores tempo, concentracdo, brix e agitacdo, em sua maioria, elevou a liberacdo dos
aromas e que a aplicacdo pds-processo de fermentacdo alcodlica e o uso do extrato produzido

pelo fungo T. Aurantiacus também levou a maiores valores de liberacéo de terpenos.
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Tabela 14. Valores de P indicando a significancia dos efeitos estimados dos valores das variaveis obtidos
através do delineamento ecperimental fracionado 2°.

Variaveis | p-cimeno Limoneno Linalol Citronelal a-Terpineol
Tempo 0,025 0,032 0,007 0,013 0,032
Concentracdo| 0,494 0,569 0,148 0,419 0,016
Brix 0,922 0,000 0,684 0,090 0,108
Agitagdo 0,085 0,091 0,007 0,067 0,985
Etapas 0,000 0,361 0,008 0,000 0,000
Enzimas 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000

Tabela 14. (Continuag&o)

Variaveis | Citronelol Pulegona Neril-acetato Isoeugenol p-damascenona
Tempo 0,012 0,000 0,269 0,057 0,269
Concentracdo| 0,721 0,713 0,436 0,958 0,606
Brix 0,000 0,716 0,222 0,003 0,176
Agitacao 0,070 0,000 0,174 0,766 0,028
Etapas 0,641 0,219 0,002 0,001 0,000
Enzimas 0,001 0,000 0,000 0,001 0,000
Tabela 14. (Continuagéo)
Varidveis | 4-Alil-1,2-dimetoxibenzenobenzeno  B-lonona  Nerolidol
Tempo 0,039 0,603 0,013
Concentracéo 0,428 0,559 0,419
Brix 0,090 0,488 0,090
Agitacdo 0,426 0,142 0,067
Etapas 0,000 0,000 0,000
Enzimas 0,000 0,001 0,000

Sendo assim, para etapa de otimizacéo foi utilizado o extrato do fungo T. aurantiacus,

aplicacdo foi realizada pds-fermentacdo e devido a limitagcdes da fermentagéo alcodlica o Brix

méaximo indicado para producdo de cachaca é 16° entdo, este foi utilizado para a etapa

seguinte e a agitacgdo foi fixada em 200 rpm.

As variaveis tempo, fator que influenciou em 9 dos 13 terpenos, e concentracédo, fator

que ndo influenciou significativamente a maioria das variaveis mas, por estar envolvida na

maior parte das reacdes quimicas e bioquimicas foram empregadas para o planejamento

completo de otimizacdo em que foi utilizado maiores nimeros de niveis para verificar a

influéncia do tempo e concentracéo.
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5.4.2 Otimizacao da catélise enzimatica.

Foi realizado o planejamento fatorial completo 7 (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 4 e 6 U/mL) X 8 (0,
10, 20, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos) e a metodologia de superficie de resposta para encontrar
0 6timo de tempo e concentragdo para 0 aumento da concentracdo de terpeno (p-cimeno),
terpendides (nerolidol, linalol, limoneno, a-terpineol, citronelal, citronelol, isoborneol, nerol,
isopulegona, isoeugenol, limoneno, mirtenol, 6xido de rosa, 1,4 — cineole, alcool fenchilico,
isopulegol, canfora) e norizoprenoides (B-ionona, a-ionona, 2,6,10,10-tetrametil-1-oxa-espiro-
(4,5)-dec-6-eno, 4 — Alildimetoxibenzeno).

Terpendides e norisoprendides como limoneno, terpineol, isoeugenol, 4-
alildimetoxibenzeno, a-ionona e linalol tiveram o0 aumento de area com 0 aumento de tempo e
concentracdo (Figura 21), isto pode ser justificado devido o efeito da enzima B-glicosidase
pela quebra das ligagdes B liberando estes compostos no fermentado de cana-de-agucar.
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Figura 21. Terpenoides, terpenos e norisoprendides que sofreram modificagdo com as variaveis tempo e
concentracgdo de enzima.

2,6,10,10-tetrametil-1-oxa-espiro-(4,5)-dec-6-eno, p-damascenona, nerolidol tiveram o
aumento da &rea relacionados com o aumento da concentracdo do extrato enziméatico(Figura
22) 0 que pode ser concluido que pelo extrato ndo estar puro outras enzimas podem estar
degradando compostos mais complexos, como dioxigenases, e estas devem ter faixa 6tima de
temperatura de atuacdo diferente das B-glicosidases e ndo séo influenciadas pelo tempo de

aplicacéo.
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Figura 22. Terpenoides, terpenos e norisoprenoéides que sofreram modificacdo na concentracdo com a
variavel concentracdo de enzima.

Fleitos prneipais - 2,6, 10,10 trtrametil- | oa-esp Vlemes priscigain - Damaw ran
Midar dea dnla Medus der dndes

Efwiiny principaiy - Sevnlidal
idknt e deder

Compostos como mirtenol e B-ionona (Figura 22) foram liberados com o aumento do
tempo, isto indica a possivel degradacdo de moléculas mais complexas como carotenoides

pelo efeito degradacéo térmica devido a temperatura, 70°C, aplicada no fermentado.

Figura 23. Terpenoides, terpenos e norisoprendides que sofreram modificacdo na concentracdo com a
variavel tempo de incubacao.

Citronelal, citronelol, isoborneol, pulegona, nerol, neril-acetato, carvil-acetato e para-
cimeno ndo sofreram influéncia das variaveis (Figura 24) o que indica a sua presenca no
fermentado antes da aplicacdo do extrato enzimatico, porém observa-se que a concentracdo

dos mesmos varia isto pode ser justificado devido a perdas no processo de aplicacdo do
extrato enzimatico em alguns casos.
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Figura 24. Terpenoides, terpenos e norisoprendides que nédo sofreram modificacdo na concentracao.

Para o tratamento por metodologia de superficie de resposta foi necessario a
homogeinizacdo dos resultados devido a diferenca de concentracdo obtida para todos os
compostos (Figura 21, 22, 23 e 24), assim foi calculado a contribuicdo percentual relativa a
cada composto.

Como nao é conhecida na literatura a influéncia individual dos terpenos na qualidade
sensorial da aguardente de cana foi realizado duas formas de MSR, sendo uma relacionada

com da contribuicdo percentual dos terpenos que sofreram modificacdo devido a acdo da



65

concentracdo e/ou tempo da aplicacdo de extrato enzimatico e a outra total (soma da
contribuicdo percentual de todos os terpenos encontrados). Ambos os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ajustados por regressdo do MRS usando a
equacéo polinomial resultante.

Figura 25. Gréficos de contorno obtidos com a metodologia de superficie de resposta (MRS) dos terpenos
com a influéncia do tratamento enzimatico, a, e do total percentual dos terpenos individuais, b.

Grifico de contorno - Terpenos com a influéncia do tratamento enzimitico Grifico de contorno - Total
/ 35
A & B / 75 /
100 / 100 {
< 75 < 73
E £
i 30 i 50 4
1 0
25 254
10 75 30 350 /
0 T T T T T 0 T T 7 T T
0 1 2 3 4 3 6 0 1 2 3 4 3 f
Concentracdo (U/mL) Concentragdo (U/mL)
T;=-0,48C* - 0,000872 T* + 4,89C + 0,146T + 10,29 T, =-0,58C% - 0,000934T* + 5,37C + 0,147T + 9,61
R’=0,88 R’=0,63

Realizando o tratamento pela metodologia da superficie de resposta (MRS) do total
dos terpenos que sofreram modifica¢do devido ao tratamento enzimatico, € possivel observar
(Figura 25a) que a regido 6tima de atuacdo do extrato € em concentrages e tempo maiores
gue 3U/mL e que 25 minutos, respectivamente, o que é semelhante a encontrada para a soma
de todos os aromas (Figura 25b).

Contudo, como observado pela equacdo, Figura 25 a e b, os terpenos que sofreram
modificacdo da concentracdo e/ou tempo os dados foram mais ajustados aos parametros (R?=
0,88) comparados com o total dos terpenos (R? = 0,63) que, como discutido anteriormente,
esta relacionado com fatores como a presenca de outras enzimas no extrato enzimatico,
degradacdo térmica de outros compostos complexos ou a presenca de compostos terpénicos
no caldo de cana. Assim, foi possivel compreender o efeito do extrato enzimatico para o
aumento de terpendides livres e que em concentracBes de enzimas superiores a 3U/mL e

tempos maiores que 25 minutos séo obtidos maiores concentragdes destes aromas.
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CONCLUSOES

Quiatro entre vinte uma variedade foram diferenciadas, sendo que a SP813250 mostrou
ser pobre em quantidade e diversidade de volateis. As variedades RB855536,
RB987935 e RB975952 formaram por catalise acida uma grande variedade e
quantidade de volateis sendo, predominantemente, compostos terpénicos o que pode

levar a producéo de aguardente da cana rica em aromas agradaveis e de alta qualidade.

Dezessete de vinte e uma variedades ndo foram diferenciadas o que pode ser
justificado devido o direcionamento da modificacdo genética para producdo de cana-

de-agUcar voltada a producéo de acucar e alcool.

A diferenciagdo estrutural das variedades de cana-de-aglUcar os volateis foram
liberados /formados predominantemente pela casca e nédulo(né) da planta o que pode
ser interessante no direcionamento da producdo de aguardentes de cana de alta

qualidade sensorial.

Os extratos enziméticos produzido pelos fungos T. aurantiacus e A. niger tiveram
atividades especificas de 5,0U/mg e 5,7U/mg , pHs 6timos de atuacdo no substrado na
faixa de 4 a 5 e temperatura 6tima de 80°C e 60°C respectivamente. O efeito da
concentragdo etanol aumentou a atividade B-glicosidase para o extrato produzido pelo
fungo T. aurantiacus e diminuiu para o A. niger e para ambos 0s extratos em presenca

de acucar diminuiram significativamente a atividade da enzima.

Para analise de terpenos o uso de fibra revestida por PDMS/DVB, 70°C e 10% de
etanol mostrou aumentar a sensibilidade de analise cerca de 1,61 vezes comparada
com a segunda metodologia que obteve maiores valores de area (PDMSDVB, 40°C e
25% de etanol), assim este método analitico foi empregado para as analises
posteriores.

Pelo delineamento fatorial fracionado 2°* foi possivel selecionar para etapa de

otimizacdo as variaveis que levaram a valores altos de area dos terpenos sendo elas o
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Brix de 16°, agitacdo de 200rpm, aplicacdo ap0s o processo de fermentacdo alcodlica

e 0 uso do extrato produzido fungo T. aurantiacus.

Os fatores tempo e concentracdo foram variados pelo delineamento completo, afim de
otimizar a aplicacdo do extrato enzimatico no fermentado de cana-de-agucar, assim foi
possivel diferenciar terpenos, terpinedides que tiveram o aumento de area com o
aumento de tempo e/ ou concentracgao e 0s outros que ndo sofreram modificagdo com a

variagdo dos fatores tempo e concentra¢do de B-glicosidase.

O uso da metodologia da superficie de resposta (MRS) evidenciou que do total dos
terpenos que sofreram modificacdo devido ao tratamento enzimatico a regido 6tima de
atuacdo do extrato foi em concentracdes e tempo maiores que 3U/mL e 25 minutos o
que € semelhante a encontrada para a soma de todos os aromas (Figura 25b).

Desta maneira com os resultados obtidos até o momento € indicado para projetos
futuros o estudo das variedades de cana com relacdo aos compostos mais complexos
como carotenoides e acido linolénico, diferenciacdo sazonal e modificacdes genéticas
da planta voltada para a producdo de aguardente de cana, outras enzimas que possam
contribuir para o aumento de norizoprenodides na bebida, micro-organismos como
leveduras que tenha potencial para produzir enzimas que liberem compostos volateis
da planta no processo de fermentacdo e a compreensao de quais 0s aromas terpénicos

seriam mais agradaveis para os consumidores de cachaca.
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