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RESUMO

O rizoma de gengibre ¢ amplamente comercializado em fun¢do de seu emprego na medicina
popular, na alimentagdo, industrial, especialmente como matéria-prima para fabricagdo de
bebidas, perfumes e produtos de confeitaria como paes, bolos, biscoitos e geléias. Frente ao
conteido de amido presente neste rizoma, uma possibilidade de incremento da cadeia
produtiva do gengibre seria a producdo de bebida destilada, a qual poderia ser obtida a partir
de rizomas de baixa qualidade para exportacdo e/ou a partir do residuo da extra¢do dos dleos
essenciais por industrias processadoras deste rizoma. Este trabalho teve por objetivo geral a
avaliacdo dos parametros técnicos do processamento de gengibre para produgdo de aguardente
e, como objetivos especificos: caracterizar a composi¢ao centesimal dos rizomas de gengibre;
avaliar a influéncia de alguns parametros dos processos de hidrdlise e fermentagdo no
rendimento em agucares e ectanol; e caracterizar o destilado quanto aos pardmetros de
qualidade para aguardente. O trabalho foi dividido em quatro experimentos. O primeiro
experimento objetivou comparar o efeito de duas a-amilases na etapa de liquefagdo, bem
como, a influéncia do tempo de agdo da amiloglucosidase na etapa de sacarificag@o, sobre o
perfil de agucares e rendimento do processo. O segundo experimento objetivou estabelecer
qual a melhor concentra¢do enzimatica para o processo de hidrdlise e sacarificagdo. O terceiro
experimento teve por objetivo verificar o efeito do tempo de fermentag@o, concentragdo de

levedura e temperatura de fermentagao sobre o perfil cromatografico do vinho obtido. A partir



das conclusdes parciais dos experimentos anteriores foi realizado o quarto ensaio que teve por
objetivo produzir e caracterizar a aguardente de gengibre. Os resultados obtidos mostraram
que a enzima Termamyl 2X ¢ mais eficiente no processo de liquefagdo da suspensdo de
gengibre; o tratamento com 1,6 kg de Termamyl 2X/ton de amido e 3,0 L de AMG 300L/ton
de amido foi o mais eficiente na liquefacdo e sacarificagdo do amido; o tempo de fermentagao,
concentragdo de levedura e temperatura de fermentacdo adequados ao processo de
fermentacdo de hidrolisado de gengibre foram de 20 horas, 1,5% e 26°C respectivamente. A
aguardente de gengibre apresentou teor de metanol acima do permitido pela legislagdo
brasileira, mas sua composi¢do foi semelhante 4 relatada na literatura para outras aguardentes

produzidas a partir de diferentes matérias-primas.

Palavras-chave: Hidrdlise, amido, fermentacéao.
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SUMMARY

The rhizome of ginger is widely marketed on the basis of its use in
folk medicine, food, industrial, especially as raw material for the manufacture of beverages,
perfumes and sugar confectionery such as breads, cakes, cookies and jellies. Facing the
content of starch in this rhizome, an opportunity to increase the productive chain of ginger
would be the production of distilled drink, which could be obtained from rhizomes of low
quality for export and / or from residue from the extraction of oil key industries for processing
this rhizome. This study aimed at evaluating the general technical parameters of the processing
of ginger for the production of spirits, and as specific objectives: characterization of the
proximate composition of the rhizomes of ginger to evaluate the quality and quantity of raw
materials needed for the process of hydrolysis -saccharification; evaluate the influence of
some parameters of the process of hydrolysis, saccharification and fermentation on yield of

sugar and ethanol; and characterize the ginger spirit. The work was divided into four



experiments. The first experiment aimed to compare the effect of two a-amylases in the stage
of liquefaction, as well as, the influence of time of amiloglucosidase action in the
saccharification step, on the profile of sugars and yield of the process. The second experiment
aimed to establish the best concentration enzymes for the process of hydrolysis and
saccharification. The third experiment aimed to verify the effect of time of fermentation, the
yeast concentration and temperature of fermentation on the chromatographic profile of the
wine obtained. The fourth experiment was conducted based on partial findings of previous
experiments and aimed to produce and characterize the spirit of ginger. The results showed
that the enzyme Termamyl 2X is more efficient in the process of liquefaction of the
suspension of ginger, the treatment with 1.6 kg of Termamyl 2X/ton of starch and 3.0 L AMG
300L/ton starch was the most efficient in the liquefaction and saccharification of starch, the
time of fermentation, the yeast concentration and temperature of fermentation to the
appropriate process of fermentation of ginger hydrolyzate were 20 hours, 1.5% and 26°C
respectively. The spirit of ginger showed levels of methanol above as permitted by Brazilian
legislation, but its composition was similar to that reported in the literature for other spirits

produced from different raw materials.

Keywords: hydrolysis, starch, fermentation.



1 INTRODUCAO

O gengibre (Zingiber officinale) é uma planta pertencente a familia
Zingiberaceae, que produz um rizoma muito valorizado por seus diversos usos tanto na
culinaria, como na medicina popular, além da utilizagdo como planta ornamental e nas
industrias de perfumes e bebidas (BLANCO, 1997).

O gengibre ¢ uma das especiarias mais importantes ao redor do
mundo. Atualmente ¢ cultivado em areas tropicais e subtropicais, sendo a India responsavel
por 50% da producdo mundial.

A area mundial cultivada com gengibre apresentou variagdo de 3,7%
entre 1999 e 2001, passando de 310.100 ha para 321.732 ha. J& o volume ofertado nesse
periodo mostrou variagdo positiva maior que a da area (7,7%), com média de 800.775t. A
Nigéria destaca-se em nivel mundial pela extensdo da area cultivada com gengibre, embora em
termos de volume produzido seja superada pela India e China. O aumento de area ocorrido
entre 1999 e 2001 deveu-se, principalmente, a alta demanda doméstica como dos mercados
internacionais (HERBS & SPICES, 2007).

A producdo mundial de gengibre em 2007 foi de 1,3 milhdes de

toneladas, sendo a India o maior produtor mundial (420 mil toneladas) seguida pela China (285 mil



toneladas), Indonésia (177 mil toneladas), Nepal (158,9 mil toneladas) e Nigéria (138 mil
toneladas) (FAO, 2008).

O comércio internacional dos rizomas de gengibre ¢ feito sob trés
formas basicas: gengibre in natura, em conserva ou cristalizado e seco. Do rizoma imaturo,
tenro e menos pungente, colhido em torno de 6 meses, ¢ preparada a conserva (em salmoura ou
xarope de agucar) ou o gengibre cristalizado. O gengibre seco € preparado a partir do rizoma
colhido apds completado o seu estagio de maturacdo. Este gengibre seco € comercializado em
pecas integras, laminado ou ainda em pé. Esta ultima forma ¢ utilizada em menor volume dado
que o processo de moagem ¢ geralmente realizado no pais importador (TAVEIRA
MAGALHAES et al., 1997). Registra-se também a comercializagdo de produtos derivados do
gengibre, como o 6leo essencial e oleoresina. O 6leo essencial € produzido, principalmente, na
India e na China e, em menor escala, na Australia, Jamaica e Indonésia (PURSEGLOVE et al.,
1981).

O valor mundial do comércio de gengibre chega a cerca de US$ 185
milhdes, excluindo-se o 6leo e a oleoresina. Apesar de maior produtor, a participagio da India
neste mercado mundial ¢ pequena, correspondendo a apenas 6%. A China, por sua vez, tem
liderado este mercado. Entretanto, no que tange ao comércio de oleoresina e Oleo,
aproximadamente 50% & proveniente da India. Os precos do gengibre no mercado mundial
variam grandemente de acordo com a sua origem e limpeza. O preco de importagdo do
gengibre seco geralmente estd entre US$ 700 e US$ 1350/t (CROP PROFILE, 2003).

No Brasil o gengibre € cultivado na faixa litordnea de Santa Catarina e
do Parand, no Sul do Estado de Sao Paulo e também no Espirito Santo, que ¢ responsavel por
metade da produ¢do nacional (JUNQUEIRA et al., 1999).

O Brasil se inclui entre os pequenos produtores de gengibre, cuja
produgdo ¢ orientada para exportacdo. A quantidade de rizomas destinada a exportagdo
representa 70 a 80% da colheita, havendo uma perda de 20 a 30% por ocasido do
beneficiamento, para os rizomas que ndo atingem qualidade para exportacdo (TAVEIRA
MAGALHAES et al., 1997).

De acordo com a FAO, citada nos estudos de Herbs & Spices (2003),
o prognostico do agronegdcio gengibre ¢ promissor, em fungdo do aumento da area, producao

e produtividade nos principais paises produtores. Neste contexto estd incluso o Brasil.



Negrelle et al. (2005), analisando o agronegécio do gengibre no
estado do Parana, relatam aspectos relacionados a comercializagdo como fatores interferentes
para a expansdo do negocio. Dentre os principais estdo a deficiéncia de contratos entre
agricultor e comprador externo, a concorréncia com os precos ofertados pela China e a elevada
porcentagem de produtos com baixa qualidade para exportagao.

Diante destes aspectos, pesquisas que visem o aproveitamento dos
rizomas de baixa qualidade como matéria-prima para produtos de elevado valor agregado t€ém
obtido grande interesse dos produtores.

Leonel et al. (2005) verificaram a composi¢ao quimica de rizomas de
gengibre do tipo caipira, cultivados em Botucatu-SP, e colhidos apds seis meses do plantio,
observaram rizomas com: 84,37% de umidade, 1,17% de proteina, 0,86% de lipideos, 0,93%
de fibras, 0,96% de cinzas, 11,42% de amido ¢ 0,34% de agucares.

Frente ao conteddo de amido presente neste rizoma, uma
possibilidade de incremento da cadeia produtiva do gengibre seria a producdo de bebida
destilada, a qual poderia ser obtida a partir de rizomas de baixa qualidade para exportacdo e/ou
a partir do residuo da extragdo dos 6leos essenciais por industrias processadoras deste rizoma.

De acordo com o Decreto n° 4.851 de 2 de outubro de 2003,
aguardente de vegetal é a bebida com graduagao alcoodlica de trinta e oito a cinqiienta e quatro
por cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida do destilado alcoolico simples de vegetal
ou pela destilagdo do mosto fermentado de vegetal, podendo ser adogada e envelhecida
(ANVISA, 2007).

O consumo médio anual de aguardente de cana, por habitante, no
Brasil, cresceu de 4,4 litros, em 1970, para 8,7 litros, em 1985, e para 11 litros, em 2001
(SEBRAE-MG, 2001).

Segundo SEBRAE-MG (2001), o Brasil ¢ um dos maiores mercados
mundiais de destilados, superando tradicionais paises consumidores, como Alemanha, Hungria
e Polonia, que apresentam consumo entre 9 e 10 litros/habitante/ano.

Atualmente, o mercado mundial e também o brasileiro, de melhor
poder aquisitivo, estd avido por produtos denominados “naturais”. O produto artesanal tem

mais apelo comercial, permitindo ao micro, pequeno e¢ médio produtor, a chance na



competi¢do com o chamado “produto industrial”, sendo imprescindivel para isso a qualidade
de seu produto.

O aumento do consumo de aguardente de qualidade e a possibilidade
de exportacdo estdo cada vez mais exigindo que o processo de fabricagdo de aguardente seja
baseado em praticas criteriosamente determinadas para obten¢do de um produto mais
padronizado e com qualidade comprovada nos aspectos fisico-quimicos e sensoriais.

Portanto, para a viabilizagdo do processamento do gengibre para
obtencdo de bebida destilada sdo necessarios estudos que avaliem os aspectos técnicos do
processo, visando a transferéncia dos resultados para agricultores e industrias processadoras.

Este trabalho teve por objetivo avaliar as etapas do processamento de
gengibre para fabricacdo de aguardente. Para isso, foram realizados quatro ensaios nos quais
permitissem o estudo da composi¢do centesimal da matéria prima; determinagdo de qual
enzima o-amilase e concentragdo resultariam melhor rendimento no processo de hidrolise;
melhores condi¢des de fermentacdo quanto a temperatura, tempo e concentragdo de levedura
para producdo da aguardente e por fim caracterizar a bebida produzida compara-las com
aguardentes existentes no mercado e verificar se seus componentes encontram-se dentro da

legislag@o vigente.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Gengibre

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe), planta da familia
Zingiberaceae, ¢ originario do sudoeste asiatico. E uma planta herbacea, perene, de rizoma
articulado, septante, carnoso, revestido de epiderme rugosa e de cor pardenta. Na parte
superior apresenta pequenos tubérculos anelados resultantes da base de antigos caules aéreos.
Na parte inferior possui muitas raizes adventicias, cilindricas, carnosas e de cor brancacentas.
Os caules sdo eretos, formados por muitas folhas disticas, sendo as basilares simples com
bainhas glabras e estriadas no sentido longitudinal (Figura la e 1b). O rizoma do gengibre
apresenta corpo alongado, um pouco achatado, com ramos fragmentados irregularmente, de 3
a 16 cm de comprimento, 3 a 4 cm de largura e 2 cm de espessura. Externamente, sua
colorag@o vai do amarelo couro a marrom brilhante, estriado na longitudinal, algumas vezes
fibroso, com termina¢des conhecidas como “dedos” que surgem obliquamente dos rizomas;
achatadas, obovaladas, curtas, de 1 a 3 cm de comprimento (ELPO & NEGRELLE, 2004).

O gengibre ¢ comercializado internacionalmente, na forma seco, além
dos rizomas, sob a forma de produtos derivados, tais como o 6leo essencial e a oleoresina. O
6leo essencial contém componentes volateis responsaveis pelo aroma, enquanto a oleoresina
contém além dos constituintes volateis aromaticos, os componentes ndo volateis, responsaveis

pela pungéncia caracteristica do gengibre (TAVEIRA et al, 1997). E usado nas indastrias de
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alimentos, de bebidas, farmacéutica e de perfumaria. O gengibre também € usado como agente
imunoestimulante em peixes (SUHEYLA et al, 2003), tem efeitos antiemético e anti-pirético

(HORI et al, 2003), anti-inflamatério e anti-trombdtico (THOMSON et al, 2002).

(a) (b)
Figura 1 — Rizoma de gengibre (a) e flor de gengibre (b). Fonte: Embrapa, 2008.

O rizoma de gengibre ¢ amplamente comercializado em fung¢do de seu
emprego na medicina popular (excitante, estomacal e carminativo), na alimentago, industrial,
especialmente como matéria-prima para fabricacdo de bebidas, perfumes e produtos de
confeitaria como pdes, bolos, biscoitos e geléias (CORREA JUNIOR et al., 1994;
TROPICAL, 2007; INFORMACOES, 2008). Varias propriedades do gengibre foram
comprovadas em experimentos cientificos, citando-se as atividades antiinflamatoérias,
antiemética e antinausea, antimutagénica, antitlcera, hipoglicémica, antibacteriana, entre
outras (YOSHIKAWA et al., 1994; ONTENGCO et al., 1995; LONIEWSKI et al., 1998;
WHO, 1999; UTPALENDU et al., 1999).

Incluido no grupo "especiarias", o gengibre ocupa atualmente o 3°
lugar das plantas medicinais, aromaticas e condimentares mais produzidas no Parana
(PARANA, 2003). Apesar desta importincia econdmica no contexto regional, ha caréncia de
informagdes sistematizadas sobre esta cadeia produtiva, em especial, no que se refere ao
sistema operacional de comercializagdo, que de acordo com as queixas dos produtores, tem

causado prejuizos ao agronegdcio gengibre.
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O gengibre tem sido utilizado no oriente ha mais de 2.000 anos,
havendo referéncias de que nos séculos XII a XIV era tdo popular na Europa quanto a
pimenta-do-reino. Antes do descobrimento da América ja era largamente utilizado pelos
arabes, como expectorante e afrodisiaco, sendo difundido por toda a Asia tropical, da China a
india. Foi introduzido na América logo apés o descobrimento, sendo que os primeiros relatos
comentam que inicialmente foi cultivado no México, sendo em seguida levado as Antilhas,
principalmente a Jamaica, a qual no ano de 1.547 chegou a exportar cerca de 1.100 t para a
Europa (LISSA, 1996).

No Brasil, acredita-se que a introducdo do gengibre deu-se durante a
invasdo holandesa, em funcdo da permuta de plantas econdmicas existentes entre os dois
paises naquela época (LISSA, 1996). Esta cultura iniciou-se no Rio de Janeiro, espalhando-se
para Sao Paulo, Parand e, mais recentemente, para Santa Catarina (SANTOS, 2000),
principalmente nas regides litoraneas.

Taveira et al. (1997) analisando dois tipos de gengibre cultivados no
Brasil observaram a composi¢do quimica média descrita na Tabela 1, o que mostra elevado

teor de umidade e, teor consideravel de carboidratos totais, na matéria seca.

Tabela 1: Composi¢ao quimica dos rizomas de gengibre.

Componentes Tipo Gigante Tipo Caipira
Umidade (%) 80-85 80-90
(g/100g de matéria seca)

Carboidrato total 78,5-81,6 76,3-84,8
Proteina 7,2-7,7 5,6-13,8
Extrato Etéreo 3,6-7,3 3,6-8,4
Fibra Total 9,6-16,2 5,5-11,7
Cinzas 6,9-7,1 4,3-8,0
Extrato alcoolico 5,4-8,1 1,7-8,0
Extrato Volatil 1,5-2,6 0,4-2,7
Extrato ndo-volatil 2,1-4,7 2,0-6,0

Fonte: Taveira et al. (1997).
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2.2 Alcool de amilaceo

2.2.1 Amido

O amido, polissacarideo abundante no reino vegetal, pode ser
utilizado como complemento e/ou alternativa a sacarose da cana-de-agucar para a produgdo do
etanol. O emprego de amido, como complemento e/ou alternativa a sacarose, pode levar o
desenvolvimento agroindustrial a varias regides brasileiras que t€ém tradi¢do no cultivo de
amilaceos (MENEZES, 1980)

O amido ¢ produto final do processo fotossintético e constitui reserva
de carbono nas plantas. Sua formagdo ocorre devido a atividade combinatéria de algumas
enzimas, tanto nas organelas fotossinteticamente ativas, onde o amido ¢ reserva temporaria,
quanto nos amiloplastos de 6rgdos de reserva (FRANCO et al., 2001).

O amido armazenado nas células de sementes, raizes, tubérculos,
acha-se depositado na forma de granulos mais ou menos brilhantes, apresentando formas e
dimensdes diversas. A estrutura do granulo de amido estd intimamente ligada ao seu
desenvolvimento na célula viva. Nas células vegetais, os granulos sdo formados dentro de
estruturas especiais denominadas amiloplastos, envolvidos por uma matriz protéica, o estroma
(FRANCO et al., 2001).

O tamanho e a forma de granulos de amido estdo entre os fatores de
importancia na determina¢do de usos potenciais de amidos. Com relagdo ao amido do
gengibre, Leonel et al. (2005) observaram granulos de amido com formas circulares e
ovaladas, achatadas, com tamanho varidavel. A amplitude de variagdo de didmetros maiores
dos granulos de amido foi de 9,6 a 26,4um e didmetros menores de 7,7um a 24,9um, com
média de 14,5um. As distribuigdes de freqiiéncias de didmetros mostraram uma maior
varia¢do no didmetro maior devido as formas observadas, com maior freqiiéncia de granulos
com didmetro maior (14 a 16um) (Figura 2).

O granulo de amido ¢é birrefrigente, e sob luz polarizada, apresenta
uma tipica cruz de Malta, que pode ser céntrica ou excéntrica. Entretanto, a birrefrigéncia ndo

implica necessariamente em uma forma cristalina e sim num alto grau de organizagdo



13

molecular nos granulos (Zobel, 1988). Estes sdo compostos por camadas diversas que se
superpde ao redor de um nticleo chamado hilum, que pode estar no centro do granulo ou
deslocado lateralmente (Figura 3) (Van der Burgt et al., 2000). De acordo com Schoch &
Maywald (1956) a posicdo do hilum ¢é usada como informagdo para identificacdo do material

vegetal de origem.

Figura 2 — Fotomicrografia de granulos de amido de gengibre observados em microscopio

eletronico de varredura (aumento 1440x). Fonte: Leonel et al (2005).

Figura 3 — Granulo de amido, revelando as camadas de deposi¢do concéntricas em volta do

hilum. Fonte: Simbidtica (2008).
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De acordo com Biliaderis (1991), sdo as areas cristalinas do amido
que mantém a estrutura do granulo, controlam o seu comportamento na presenca de agua e os
tornam mais ou menos resistentes aos ataques quimicos e enzimaticos. A fase gel ou zona
amorfa dos granulos ¢ a regido que ¢ menos densa, mais suscetivel aos ataques enzimaticos e
absorve mais agua em temperaturas abaixo da temperatura de gelatinizagdo. Segundo esse
autor ndo existe uma demarcagdo forte entre regides cristalina e amorfa. H4 evidéncias da
existéncia de uma estrutura supramolecular onde as fases amorfa e cristalina sdo
independentes.

As moléculas do amido formam pontes ou ligagdes de hidrogénio,
pois estdo associadas paralelamente, o que resulta no aparecimento de regides cristalinas ou
micelares. Quanto a sua estrutura quimica, o amido é composto por residuos de alfa-D-
glucose, formando dois tipos de macromoléculas, a amilose e a amilopectina (Figura 4a e 4b)

(FRANCO et al., 2001).
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Figura 4 — Estrutura molecular da amilose (a) e da amilopectina (b). Fonte: Thomas; Atwell

(1999).
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O amido é um hidratado de carbono, composto por carbono,
hidrogénio e oxigénio na propor¢do de 6:10:5 de forma geral (C¢H;oOs). As unidades de
glicose estdo ligadas entre si pelo C; e C4 através de oxigénio, formando uma ligagdo glicidica
(Whister e Daniel, 1984). O amido ¢ composto principalmente de amilose e amilopectina. A
amilose ¢ um polimero linear constituido em torno de 6.000 unidades de glicose, conectadas
por ligacdo a (1,4). Seu grau de polimerizacdo depende da fonte do amido.

A amilose apresenta a propriedade de absorver até 25 vezes seu peso
em agua. A amilopectina, de cada 20 a 30 moléculas de glicose ocorre um ponto de
ramificacdo. Essa caracteristica a torna menos susceptivel a agao de algumas enzimas do que a
amilose, o que € um fator importante para explicar a agdo de enzimas sobre o amido e sua
aplicacdo em processos industriais (FRANCO et al., 2001).

Os teores de amilose e amilopectina variam com a fonte botanica.
Quanto ao teor de amilose em amido de gengibre, Leonel et al. (2005) observaram 20,38% de
amilose, valor préximo aos 22,2% encontrados por Reyes et al. (1982) para amido deste
mesmo vegetal e inferior aos 28,2% observados por Peroni (2003). A variabilidade nos
resultados encontrados na literatura pode decorrer do uso de diferentes metodologias e
também de fatores como variedade e idade da planta.

O fendmeno de gelatinizagdo ou gelificagdo do amido € extremamente
importante para varios sistemas alimenticios. Granulos de amido nativos s@o insoluveis em
agua abaixo de sua temperatura de gelificagdo. Eles expandem um pouco em agua fria (10-
20%), devido a difusdo e absor¢do de agua dentro das regides amorfas, entretanto, esta
expansdo ¢ reversivel pela secagem (Biliaderis, 1991). De acordo com Morrison (1995), nas
zonas amorfas os componentes que expandem sdo amilose € um pouco de amilopectina. Essa
expansdo ¢ limitada por ser severamente restringida pelas camadas essencialmente continuas
de amilopectina cristalina. Este autor considera que esse grau de expansdo seja reversivel
porque as camadas cristalinas ndo sdo perturbadas.

Na presenca de agua e calor os granulos de amido expandem-se
embebendo 4gua. Com o aquecimento, a temperatura de gelatinizacdo ¢ atingida e uma pasta ¢é
formada. As propriedades da pasta do amido de gengibre, avaliadas pelo Rapido Visco

Analisador por Leonel et al (2005), mostraram temperatura de pasta (91,1°C), muito superior
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as observadas em amido de outras tuberosas como a batata (64,8°C) e a mandioca (66,7°C)
(LEONEL et al., 2002).

O pico de viscosidade em dada concentragdo é uma caracteristica
importante que distingue amidos de diferentes espécies. A viscosidade maxima do amido de
gengibre encontrada por Leonel et al (2005) foi de 76,9 RVU muito proxima a observada por
Peroni (2003) que foi 78RVU (Figura 5). O pico de viscosidade desse amido pode ser
considerado bastante inferior aos encontrados em amidos de outras tuberosas amildceas como
a mandioca (247,8RVU) e a batata (753,6RVU) no trabalho de Leonel et al. (2002).

A quebra de viscosidade do amido de gengibre foi proxima de zero,
evidenciando elevada estabilidade térmica e mecanica, ou seja, em temperaturas elevadas e
sob agitacdo mecanica os granulos deste amido resistem a quebra e, portanto, a redugdo de
viscosidade (LEONEL et al, 2005). Vieira (2004) também observou quebra de viscosidade
préxima a zero para amido de gengibre (0,5RVU). Reyes et al. (1982) atribuiram esta elevada
resisténcia do amido de gengibre a presenga de forgas de ligagdes homogéneas e a um elevado

grau de associagdo entre os componentes deste amido, mantendo a estrutura granular.
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Figura 5 — Perfil viscoamilografico (RVA) do amido de gengibre (2,5g amido/25ml). Fonte:
Leonel et al, 2005.
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2.2.2 Hidrolise do amido

O amido ndo ¢ diretamente fermentavel necessitando de uma hidrdlise
prévia de suas cadeias para a obtencdo de glicose. A sacarificag@o ou hidrdlise do amido pode
ser acida ou enzimatica. A primeira apresenta algumas desvantagens tais como: elevado
consumo de energia, baixo rendimento e seletividade e pouca flexibilidade operacional. Em
funcdo disso, os processos enzimaticos assumiram maior importancia, pois conseguiram
eliminar quase que totalmente essas desvantagens.

Os produtos de conversdo enzimatica do amido vdo de dextrinas de
peso molecular elevado a glicose. A matéria-prima para obten¢@o dos hidrolisados ¢ o amido,
polissacarideo constituido de cadeias retas e ramificadas onde cada molécula ¢ formada de
varias centenas de unidades de glicose, ligadas entre si. A hidrolise da molécula de amido
quebra essas ligacdes progressivamente gerando cadeias mais curtas de dextrinas; maltose e
glicose. No processo de hidrolise, além de agua, ha necessidade de agentes quimicos ou
enzimaticos capazes de romper as ligagdes glicosidicas (ZANIM et al, 2000).

A hidrdlise quimica ¢ catalisada pela agdo de acidos. Industrialmente
¢ mais comum o uso de HCI ou de H,SO4. Essa reacdo é conduzida em quantidade suficiente
de 4gua e ¢ acelerada sob pressdo e com o aumento da temperatura do processo (ZANIM et al.,
2000).

A hidrdlise enzimatica tem sido muito utilizada pelas indudstrias na
producdo de dalcool de amildceos. Uma das caracteristicas mais importantes da catdlise
enzimatica ¢ sua especificidade, muito maior do que a da catalise quimica, quanto a reagdo e
quanto ao substrato.

Além do amido, as enzimas s3o os agentes mais importantes nas
reacdes de hidrolise. Aquelas usadas no processo de hidrolise também chamadas de diéstases,
ou enzimas amiloliticas. S3o compostos de natureza protéica que atuam como catalisadores
bioldgicos em todas as reagdes metabdlicas energeticamente possiveis e aceleram essas
reagdes por ativacdo especifica (CHAPLIN E BUCKE, 1990).

Algumas enzimas sdo haloproteinas, constituidas somente de uma

cadeia de aminoacidos enquanto que outras sdo heteroproteinas, contendo uma parte ndo
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protéica. Essa parte ndo protéica € o co-fator, que pode ser inorganico como um metal ou
organico como uma coenzima (LEHNINGER, 1985).

As enzimas permitem também alcancar rapidamente o estado de
equilibrio da reacdo, por diminuir a energia de ativagdo e aumentar assim a velocidade. As
enzimas ndo sofrem modifica¢do durante a reagdo e ao final de cada ciclo voltam a apresentar
a mesma atividade (LEHNINGER, 1985).

A hidrélise do amido se d& por desdobramento total das moléculas de
amilose e amilopectina, que, ao se romperem transformam-se em dextrinas cada vez mais
simples e finalmente glicose. O amido ndo tem sabor, mas os produtos de uma hidrolise
intensa apresentam sabor adocicado (FRANCO et al., 2001).

As amilases sd3o enzimas que atuam hidrolisando cadeias de amido,
sendo que as o, B e glucoamilases quebram as ligagcdes glicosidicas a-1,4, enquanto as
pululanases e isoamilase atuam nas ligagdes a-1-6 (EL-DASH et al., 1982; OBEL, 2001).

As o-amilases hidrolisam a cadeia de amido, produzindo dextrinas,
que podem ser hidrolisadas pelas [P-amilases em maltoses ou em glicose pelas
amiloglucosidases. As moléculas de maltose sdo fermentadas mais lentamente que as
moléculas de glicose (KRUGER et. al., 1987).

A a-amilase age rapidamente no amido gelatinizado, liberando seus
acUcares, que servirdo de substrato para as leveduras durante a fermentagdo (EL-DASH et al.,
1982).

As a- amilases fingicas sdo utilizadas em panificagdo e em ragdes
como auxiliar de digestdo. Podem ser enzimas termoestaveis, atuando na faixa de 55°C e em
pH acidos (5,0 a 5,5). J& a a-amilase bacteriana ¢ utilizada na liquefacdo do amido, na
produgdo de xaropes, bebidas, producao de alcool, em industria téxtil, detergentes, entre outras
aplicacdes. As de uso industrial sdo termoestaveis, com atuacdo na faixa de 90 a 110°C e pH
6,0.

Todas as o- amilases sdo célcio-metalo-enzimas havendo no minimo
um atomo deste metal por molécula. Em presenca de célcio, as a-amilases sdo mais resistentes
a valores extremos de pH, temperatura, tratamento com uréia e ao ataque de enzimas

proteoliticas (GRAEL & MENEZES, 1989).
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A amiloglucosidase ¢ uma enzima sacarificante utilizada para
produzir glicose a partir do amido, hidrolisando ligag¢des tipo a- 1,4 e a- 1,6. A agdo da
amiloglucosidase ¢ lenta no ataque inicial a amilose, pois sendo uma exoenzima, s atua a
partir da extremidade ndo-redutora e ndo penetra no interior da estrutura helicoidal da amilose
(FUIII et al., 1988; OBEL, 2001).

As principais aplicagcdes das amiloglucosidases estdo no processo de
panificagdo, producdo de xaropes e alcool. Estas enzimas sdo termoestaveis (55 - 60°C) em
solugdes acidificadas (pH 4,0 - 5,5) (PIMENTEL, 1987).

A acdo sinérgica da o- amilase e da amiloglucosidase no processo de
hidrdlise vem sendo estudada por diversos pesquisadores em amidos de diferentes origens.
Monma et al. (1989), estudaram a eficiéncia do uso destas duas enzimas em granulos de amido
de arroz, sagu e batata e concluiram que esta combinag@o apresenta bons rendimentos na
conversdo do amido a glicose em todos os substratos.

O processo de hidrélise enzimatica do amido é realizado em duas
etapas: a liquefagcdo e a sacarificacdo. Como o amido ¢ uma estrutura rigida, inicia-se o
processo com a gelatinizag@o, visando facilitar a agdo enzimatica, o que reduz o tempo de
processamento e melhora a qualidade final de produtos (TAFFARELLO, 2004).

No processo de liquefagdo, os granulos de amido sdo dispersos em
solucdo aquosa, aquecidos (causando a gelatinizacdo) e hidrolisados parcial e
irreversivelmente, com auxilio de enzima o-amilase. A temperatura de gelatinizagdo varia
bastante entre os amidos de diferentes fontes botanicas, oscilando na faixa de 65 a 105°C,
sendo necessdrio muitas vezes o emprego de altas temperaturas para a total gelatinizagdo
(BEYNUM et al., 1985).

O aquecimento de uma solucdo de amido em tais temperaturas resulta
no inchago da regido amorfa do granulo, causando a ruptura das ligacdes quimicas
mantenedoras da estrutura ordenada e a abertura da lamela cristalina, tornando o amido
altamente hidratado e vulnerdvel a reacdes quimicas, como a agdo das enzimas amiloliticas.

Esse primeiro passo ¢ adotado em todos os processos industriais de produ¢do de derivados de

amido (TAFFARELLO, 2004).
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Ap6s a liquefacdo, a solugdo de maltodextrina € hidrolisada a glicose
por uma enzima desramificante, seja endoenzima (isoamilase e pululanase) ou uma exoenzima
(B-amilase e glicoamilase), atuando sobre as liga¢des glicosidicas a-1,6 da amilopectina. O

resultado dessa segunda etapa ¢ uma solug¢do de sacarideos de baixo peso molecular como

glicose e maltose (TAFFARELLO, 2004).

2.2.3 Enzimas amiloliticas comerciais no Brasil

As preparagdes enzimaticas de grau alimenticio apresentam-se na
forma de um liquido néo viscoso, de cor marrom escura. As preparagdes de enzimas usadas na
producido de hidrolisados podem ser divididas em trés categorias, devido as caracteristicas das
preparacgdes:

e (-amilase termorresistente, com temperatura 6tima de agao ¢ 90°C;
e o-amilase termosensivel, com temperatura 6tima de agdo entre 70 a 80°C;
e Enzimas de sacarificag@o de tipo amiloglicosidase e 3-amilase.

Apesar das tentativas de padronizagdo internacional, a atividade das
preparacdes ¢ especifica de cada produtor ou comerciante. As unidades exigem substratos,
temperaturas e pH diferentes, dificultando a comparacdo das atividades a partir das fichas
técnicas dos produtos.

Em condigdes fora dos parametros oOtimos, as atividades das
preparagdes enzimaticas e por conseqiiéncia o perfil de hidrolise, mudam totalmente.

A Novozymes A/S ¢ a maior produtora de enzimas em nivel mundial

e possui uma filial no Brasil. Produz uma gama completa de catalisadores.

2.2.3.1 Termamyl

E um preparado enzimatico liquido e concentrado, a base de a-amilase

termo-estavel, produzido a partir de uma cepa selecionada de Bacillus licheniformes. A
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enzima hidrolisa as ligagdes a-1,4 da amilose e da amilopectina, convertendo rapidamente o
amido em dextrinas e oligossacarideos soluveis.

A Termamyl foi especificamente desenvolvida para promover a
liquefagdo (dextriniza¢do) do amido e producdo de maltodextrinas. Possui aparéncia liquida
ndo viscosa de cor marrom escuro ¢ densidade de 1,2 g/mL. O pH 6timo de acdo enzimatica
esta entre 6 e 8 e temperatura de 90 a 105°C, devendo-se adicionar no meio de reagdo de 30 a

60 mg/Kg de célcio a fim de otimizar a atividade da enzima (NOVOZYMES, 2008).

2.2.3.2 Liquozyme
A enzima Liquozyme ¢ uma alfa-amilase otimizada para reduzir o
comprimento da cadeia de dextrina e a viscosidade do mosto, antes da sacarificagdo e da
fermenta¢do com levedura. E usado na fase de liquefacdo da producdo do etanol, quando é
adicionada a viscosa suspensdo de amido. A Liquozyme quebra os amidos complexos em
cadeias de dextrina menores, reduzindo a viscosidade do mosto, preparando-o para

processamento na etapa seguinte (NOVOZYMES, 2008).

2.2.3.3 AMG

A AMG ¢ uma amiloglicosidase de grau alimenticio, produzida a
partir de uma cepa selecionada de Aspergillus niger. A enzima hidrolisa as ligagdes a-1,4 e -
1,6 do amido liquefeito.

Durante a hidrélise, eliminam-se gradualmente as unidades de glicose
da extremidade ndo redutora do sacarideo. A velocidade de hidrolise depende do tipo de
ligacdo e do comprimento da cadeia.

A AMG ¢ recomendada para sacarificagdo do amido na produgdo de
glicose. Possui aparéncia liquida ndo viscosa de cor marrom claro e densidade 1,2 g/mL. O pH
otimo de ag@o enzimatica estd entre 4 e 4,5 e temperatura de 58 a 60°C (NOVOZYMES,
2008).
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2.2.4 Fermentacao

A fermentag@o alcoolica de acucares fermentesciveis na presencga de
leveduras obedece a ordem seqiiencial de reacdes metabdlicas da via de Embden - Meyerhof -
Parnas (LIMA, 1975).

O fenomeno como um todo pode ser representado pela equagdo de
Gay - Lussac, que serve de base para calculos de eficiéncia:

C6H1206 —> 2C2H5OH +2 C02

Na realidade ha ainda desprendimento de calor e formagdo de
pequena quantidade de produtos secundarios, como glicerol, acido succinico e &cido latico.

Pela estequiometria, partindo de 1 mol de glicose, 51,1 % seria
transformado em alcool e 48,9 % em dioxido de carbono (LIMA,1975).

Muitos sdo os fatores que exercem efeito significativo sobre o
rendimento ou eficiéncia da fermentagdo: a qualidade da matéria-prima, as condig¢des
fisiologicas do inoculo e fatores ambientais como pH, nivel inicial de contaminantes,
temperatura, concentragdo do substrato no mosto, composi¢do nutricional do mosto e
concentragdo do alcool produzido (HORII, 1978).

Na fermentagdo de matérias-primas amildceas o processo pode
ocorrer simultdneo a etapa de sacarificagdo ou entdo se fermenta o extrato obtido apds a
hidrolise do amido, o qual ocasiona composi¢do de acucares variavel de acordo com a
eficiéncia dos processos de hidrélise e sacarificagao.

Srikanta et al. (1987), produziram etanol a partir de farelo de
mandioca e obtiveram uma eficiéncia total do processo da ordem de 65,5 % quando
fermentaram o xarope, ¢ de 57,3 % quando a fermentagdo ocorreu simultanea a sacarificacdo
tendo sido o mosto acrescentado de 10 % (v/v) de fermento e suplementado com 0,1 %
(NH4)2SOy4 , 0,05 % KH,PO4 € 0,02 % de extrato de levedura ao mosto.

Segundo Lea & Piggott (2003), a fermentacdo tem trés fases distintas:
fase preliminar (4h), em que ocorre uma rapida multiplicagdo celular com baixa produgdo de
CO; e pouco aumento da temperatura; fase principal ou turbulenta (12-16h), em que ha alta

produgdo de CO; e etanol e com atividade celular; e fase final (4-6h), em que h4a uma redugao
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na densidade e um aumento na acidez, na quantidade de 4lcool e temperatura. E comum o
reuso das leveduras (10 a 20% volume) separadas do mosto, denominadas de “pé-de-cuba”,
apods serem tratadas por cerca de 4h com agua e acido sulfurico.

A fermentagdo alcoodlica ¢ a fase na qual s@o produzidos os principais
componentes quimicos da aguardente, sendo que muitos dos quais podem influenciar no
aroma e no sabor da bebida, conseqiientemente, na caracterizagdo e na qualidade.

O agucar que se encontra no mosto ¢ utilizado pela levedura para a
producdo de etanol, gas carbonico, massa celular, acidos succinico e acético, glicerol, alcoois
superiores, ésteres, aldeidos, entre outros produtos (BRAGA, 2006).

A habilidade de converter agtcares em etanol ¢ caracteristica de um
pequeno grupo de microrganismos, sendo Saccharomyces cerevisae, dentre as leveduras, a que
mais se destaca pela alta producdo e tolerancia a concentragdes elevadas de etanol (SCHWAN
& CASTRO, 2001).

As leveduras formam uma das mais importantes subclasses dos
fungos. Os fungos, como as bactérias, estdo espalhados pela natureza, embora eles vivam
normalmente no solo e em regides de umidade relativa mais baixa que as bactérias. Ndo sdo
capazes de realizar fotossintese e raramente formam pseudomicélio.

Estes pequenos seres, estando imersos em um meio contendo
carboidratos, s6 podem conseguir energia degradando moléculas complexas (que contém
bastante energia interna) e produzindo moléculas menores (que contém menos energia
interna). Desta diferenca de energia, porém, apenas uma parcela ¢ aproveitada, pois como em
toda transformagao real ha um desperdicio na forma de liberacdo de calor.

O trabalho de quebrar essas moléculas (agticares) ¢ feito através de
uma série de reagdes simples, cada uma catalisada por uma enzima, que se situa em regides
determinadas da célula (COPERSUCAR, 1987).

Na fermentagdo bem sucedida praticamente todo o agucar ¢
convertido em etanol, contudo, ¢ normal que uma pequena porcentagem seja convertida em
outros subprodutos.

Alcodis superiores sdo importantes componentes para a formacdo do
aroma e sabor de bebidas alcoolicas, porém dificultam a destilagdo dos vinhos. Os alcoois

superiores sdo conhecidos por apresentarem impacto negativo na qualidade final do vinho. A
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formacgdo desses ¢ dependente da temperatura de fermentacdo, sendo que o aumento desta
resulta em aumento da concentracdo total de alcoois produzidos (CHERUBIN, 1998; BARDI
et al., 1997).

Os ésteres constituem a maior classe dos compostos aromaticos nas
bebidas alcoodlicas, e sdo produzidos pelas leveduras durante a fermenta¢do numa reagdo entre
os dalcoois produzidos na fermentagdo e acil-co-enzima A (Coa A), a qual ¢ formada pela
ativacdo do acido correspondente com auxilio do ATP (PEDDIE,1990).

Varios fatores influenciam na concentracdo de ésteres no vinho,
como: nivel de oxigénio; temperatura, pH de fermentacdo e linhagem da levedura (BERRY,
2003).

Os ésteres, de modo geral sdo desejaveis, pois favorecem o aroma da
aguardente, sendo oriundos da fermentacdo, da destilagdo e do envelhecimento. O acetato de
etila que corresponde a cerca de 80% do contetido total de ésteres da aguardente, ¢ formado
durante a fermentacdo e na destilagdo, como produto da reagdo de esterificagdo entre alcool
etilico e acido acético, confere odor e gosto desagradavel, sendo um dos componentes
indesejaveis (HASHIZUME, 1976; BRAGA, 2006).

Os compostos carbonilos sdo um dos principais componentes
responsaveis pelo flavor das bebidas, particularmente os aldeidos. Geralmente sdo formados
durante a fermentacdo e s3o considerados produtos intermediarios da rota biossintética de
acidos e alcoois formados através da descaboxilagdo de alfa-cetoacidos pela acdo da piruvato
descarboxilase (SUOMALAINEN & LEHTONEM, 1979, BRAGA, 2006).

Nascimento et al. (1997) analisaram aldeidos em 56 aguardentes de
cana-de-acucar e 10 uisques importados e concluiram que as aguardentes comerciais contém
menores concentracdes de aldeidos que as artesanais e que, de modo geral, os teores nas
aguardentes foram de 12,7mg 100mL" de 4lcool anidro e nos uisques a média de 16,0mg
100mL" de 4lcool anidro, sendo que o aldeido presente em maior concentragdo foi o
acetaldeido.

Os acidos organicos volateis sdo os mais comuns em bebidas
destiladas, sendo o 4cido acético o mais abundante (ROSE, 1977).

O aquecimento do vinho durante a destilagdo promove a pirogenacdo

da matéria organica presente no vinho, principalmente das hexoses e cetoses, gerando aldeidos
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furancios como o furfural e o hidroximetil-furfural (LEHNINGER et al., 1995). Apesar da
elevada toxidez, o furfural e o hidroximetil-furfural geralmente ndo apresentam problemas por
causa das reduzidas concentragdes verificadas em aguardentes (0,148 mg 100mL™" ¢ 0,321 mg
100mL", respectivamente) (NASCIMENTO et al., 1997).

O metanol é um constituinte naturalmente presente nas bebidas
alcodlicas, em quantidades pequenas em relacdo aos demais componentes. O metanol € um
alcool particularmente indesejavel na aguardente. Sua ingestdo, mesmo em doses muito

pequenas, mas por longos periodos, pode levar a cegueira e a morte (WINDHOLSZ, 1976).

2.2.5 Destilacao

Na producdo de bebidas alcodlicas destiladas, a destilagdo separa,
seleciona e concentra pelo uso do calor a fragdo dos compostos volateis oriundos da
fermentacdo do mosto; assim, a composi¢do das bebidas depende em grande extensdo da
forma pela qual ela é conduzida.

Segundo Cardoso (2001), a destilagdo ¢ a operagdo final na produgdo
de aguardente, que consiste da condensa¢do dos vapores gerados no aquecimento do mosto
fermentado (vinho), tendo como produtos finais duas fragdes liquidas: o destilado rico em
etanol e outros componentes e a vinhaga, composta por agucares ndo fermentados, acidos
graxos, sais minerais, etc. O vinho com 5 a 8% em volume de élcool deve produzir 15 a 17%
do seu volume em aguardente com 38 a 54% em alcool.

De acordo com Faria et al. (2003), a destilacdo para obtengdo de
aguardente deve ser fracionada em trés partes distintas para retirada de compostos
indesejaveis:

- Cabeca: ¢ a primeira fragdo destilada e contém a maior propor¢do de compostos mais
volateis, devendo ser separada do produto final;

- Coragdo: ¢ a segunda fragdo. Trata-se da aguardente como tal;

- Cauda: ¢ a ultima fracdo e, contém como a cabega, elementos menos volateis € compostos

indesejaveis, devendo ser separada do produto final.
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De acordo com Boza e Horri (1999) existem trés sistemas de
destilacdo para a producdo de aguardente: o continuo representado pelas colunas ou torres de
destilacdo; o semi-continuo, representado pelos alambiques de trés corpos e o descontinuo,
representado pelos alambiques simples.

As principais vantagens do sistema continuo estdo relacionadas a
melhor seletividade, produtividade, menor consumo energético, menos defeitos em termos
sensoriais € melhor padronizagao.

Ja os sistemas descontinuos e semi-continuos, t€ém as vantagens de
facilitar a separagdo da cabeca e cauda e obter um produto rico em aroma, devido as reagdes
que ocorrem com 0s componentes em contato com as paredes quentes dos alambiques, as

quais s@o favorecidas pela presenga de cobre (FARIA et al, 2003; FERREIRA, 2005).

2.2.6 Decreto sobre bebidas alcoolicas

O Decreto n° 6871 de 4 de junho de 2009 que regulamenta a Lei n°
8.918, de 14 de julho de 1994, dispde sobre a padronizagdo, a classificagdo, o registro, a

inspecdo, a producio e a fiscalizagdo de bebidas.

Para fins de Regulamento, considera-se:

I - bebida: todo produto industrializado, destinado a ingestdo humana, em estado liquido, sem
finalidade medicamentosa ou terapéutica;

IT - matéria-prima: toda substancia que para ser utilizada como bebida necessita sofrer, em
conjunto ou separadamente, tratamento e transformacao.

A bebida devera conter, obrigatoriamente, a matéria-prima natural,
vegetal ou animal, responsavel por sua caracteristica organoléptica. A bebida que apresentar
caracteristica organoléptica propria da matéria-prima natural de sua origem, ou cujo nome ou
marca se lhe assemelhe, conterd, obrigatoriamente, esta matéria-prima, nas quantidades

minimas estabelecidas neste Regulamento ou ato administrativo complementar.

A bebida devera atender aos seguintes requisitos:
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I - normalidade dos caracteres organolépticos proprios da sua natureza;

IT - qualidade e quantidade dos componentes proprios da sua natureza;

IIT - auséncia de elementos estranhos, de indicios de alteragdes e de microorganismos
patogénicos;

IV - auséncia de substancias nocivas, observado o disposto neste Regulamento e legislacio
sobre aditivos.

Bebida alcoolica composta é a bebida alcodlica por mistura, com
graduacdo alcoolica de treze a dezoito por cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida da
maceracdo ou infusdo de substancias vegetais, adicionada de alcool etilico potavel de origem
agricola, com adi¢do ou ndo de agucares.

Bebida alcoolica de gengibre ¢ a bebida alcodlica composta obtida
pela mistura de um macerado alcoolico de gengibre (Zingiber officinalis), com éalcool etilico
potavel de origem agricola, aromatizantes naturais ¢ demais aditivos permitidos em ato
administrativo prdprio, podendo ser adicionada de acucares, caso em que serd denominada
suave ou doce, quando contiver mais de seis gramas por litro, devendo apresentar sabor e

aroma das substancias naturais do rizoma.

2.2.6.1 Dos Destilados Alcoolicos

Os coeficientes de congéneres dos destilados, bebidas destiladas e
retificadas, ndo previstos neste Regulamento, quando necessario, serdo estabelecidos em ato
administrativo complementar.

Entende-se como coeficiente de congéneres, ou componentes volateis
ndo-alcool, ou substancias volateis ndo-alcool, ou componentes secundarios nao-alcool, ou
impurezas volateis ndo-alcool, a soma de acidez volatil, expressa em acido acético, aldeidos,
expresso em acetaldeido, ésteres, expresso em acetato de etila, alcoois superiores, expressos
pelo somatorio dos mesmos, e furfural, todos expressos em miligramas por cem mililitros de
alcool anidro.

Destilado alcoodlico simples de origem agricola ¢ o produto com

graduagdo alcodlica que vai de 54 a 95° GL, a vinte graus Celsius, destinado a elaboracdo de
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bebidas alcoolicas, e obtido pela destilagdo simples ou por destilo-retificagdo parcial seletiva
de mosto, ou subprodutos provenientes unicamente de matéria-prima de origem agricola, de
natureza agucarada ou amilacea, resultante da fermentagao alcodlica.

A destilacdo devera ser efetuada de forma que o destilado apresente
aroma e sabor provenientes da matéria-prima utilizada, dos derivados do processo
fermentativo e dos formados durante a destilagdo.

Mosto ¢ a substancia de origem vegetal ou animal que contém
elemento amildceo ou agucarado, susceptivel de transformar-se principalmente em alcool
etilico, por fermentag@o alcodlica.

Ao mosto fermentavel poderdo ser adicionadas substancias destinadas
a favorecer o processo de fermentagdo desde que ausentes no destilado, sendo proibido o
emprego de alcool de qualquer natureza.

No destilado alcodlico simples de origem agricola o teor de furfural
ndo devera ser superior a cinco miligramas; o alcool metilico ndo devera ser superior a
duzentos miligramas, com exce¢do do proveniente de mosto com polpa de frutas fermentadas
ou baga¢o de uva, cujo limite maximo sera setecentos miligramas, sendo todos considerados
por cem mililitros do destilado, expressos em alcool anidro.

O destilado alcodlico simples terd a denominagdo da matéria-prima de
sua origem, observada a classificagdo do artigo seguinte, e ndo devera conter aditivo em

desacordo com a legislagdo especifica.

O destilado alcodlico simples classifica-se em:
I - de cana-de-acgucar;
II - de melago;
III - de cereal;
IV - de fruta;
V - de tubérculo;

VI - de outros vegetais.
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Destilado alcodlico simples de tubérculo é o produto obtido da

destilagao do mosto fermentado de batata e outros tubérculos, bem como de mandioca ou de

beterraba.

2.2.6.2 Das Aguardentes

A aguardente ¢ a bebida com graduacdo alcoolica de trinta e oito a
cinqlienta e quatro por cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida do rebaixamento do teor
alcodlico do destilado alcoolico simples, ou pela destilacdo do mosto fermentado.

Serd denominada de aguardente de cereal ou de vegetal a bebida
obtida dessas matérias-primas, podendo ser adogada e envelhecida, que terd o seu coeficiente

de congéneres definido em ato administrativo complementar.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria-prima

Foi utilizado como matéria-prima rizomas frescos de gengibre do tipo

caipira, produzidos na regido de Tapirai-SP.

3.2 Caracterizacio fisico-quimica dos rizomas de gengibre

As analises fisico-quimicas dos rizomas de gengibre foram realizadas
no Laboratoério de Analises do Centro de Raizes e Amidos Tropicais CERAT/UNESP. Todas

as analises foram feitas em triplicatas.

3.2.1 Preparo da Amostra

Os rizomas frescos de gengibre foram previamente lavados e
triturados em cevadeira industrial. Em seguida procedeu-se a secagem em estufa de circulagdo
de ar em temperatura constante de 50°C por 72 horas. Depois de seco, o gengibre foi moido

em moinho e peneirado.



31

3.2.1.1 Umidade

Determinou-se a umidade por secagem em estufa até a amostra atingir

peso constante, a 105°C, segundo o método n°® 44-15A da AACC (1983).

3.2.2 Cinzas

A porcentagem de cinzas foi determinada segundo o método n° 81-31

da AACC (1983), através da calcinag¢do das amostras em mufla a 550°C até massa constante.

3.2.3 Proteina

Calculada através de determinagdo do Nitrogénio pelo método de
Micro-Kjedahl usando o fator f = 6,25 para conversdo, segundo o método AACC 16-10

(1983).

3.2.4 Matéria-graxa

A determinacdo de matéria graxa foi realizada de acordo com o

método n°® 30-20 da AACC (1983), onde foi feita extracdo continua com hexano num aparelho

de Soxhlet.

3.2.5 Acucares totais

Na determinag@o dos agucares totais 0,5g de amostra foi colocada em

um erlenmeyer de 250 mL onde se acrescentou 30 mL de etanol absoluto P.A. e 30 ml de 4gua

destilada, levando ao banho com aquecimento entre 60-65°C por 60 minutos. Depois,
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acrescentou-se ImL de HCL P.A. concentrado e agitou-se, retornando ao banho por mais uma
hora na mesma temperatura. Apos este tempo a amostra foi resfriada e transferida para baldo
volumétrico de 250mL efetuando-se a neutralizagdo com solugdo saturada de carbonato de
sodio. Em seguida, adicionou-se 1 a 2mL de suspensdo de hidroxido de bario a 03N e | a
2mL de solugdo de sulfato de zinco a 5%, completando o volume do baldo com agua destilada.
Apos agitagdo foi retirada uma amostra do material e centrifugada, sendo entdo determinado o

teor de acucares totais (SOMOGY, 1945).

3.2.6 Fibras

Uma amostra de 2 a 5g foi transferida para o tubo de digestdo,
acrescentando-se 200 mL de solugdo de H,SO4 a 1,25% (p/v), em seguida levado a ebuligdo
branda por 30 minutos. O material foi filtrado em um funil, com papel de filtro ja tarado com
o auxilio de 4gua destilada. O processo foi repetido, mas utilizando-se de 200 mL de solucdo
de NaOH 1,25% (p/v). Depois da filtragem, o papel de filtro mais amostra foi levado a estufa
a 105°C até secagem completa (8 horas), retirado e colocado em dessecador para esfriar por 2
horas, e depois, pesado. Calculo:

%Fibra alimentar (bruta) = peso do papel + residuo seco — peso do papel x 100

massa da amostra

3.2.7 Amido

A determinagdo de amido foi realizada pelo método enzimatico. A
amostra de 200 mg, peneirada, acrescentou-se 42 mL de dgua destilada e 1 mL de solugdo
comercial de alfa-amilase (Termamyl 120L) a 50% (v/v).

Ap0s estes procedimentos os erlenmeyers foram levados a banho-
maria, com agitagdo suave, a 90°C, durante 15 a 20 minutos, Junto fez-se uma prova em

branco. Nas amostras dextrinizadas, foi acrescentado 2,5 mL de solugdo tampao acetato 4M,
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de pH 4,8 ¢ 5 mL de solugdo recém preparada e filtrada de Amiloglucosidase EC 3.2.1.3 de
Rhyzopus SP (SIGMA), na concentrag¢do de 10 mg/mL.

Os erlenmeyers com as amostras mais a prova em branco foram
levados ao banho-maria com agitacdo continua a 55°C por 120 minutos. Logo apds, retirou-se
a amostra hidrolisada e esta foi resfriada até a temperatura ambiente transferindo-a para um
baldo volumétrico de 250 mL. O volume foi completado com agua destilada e 5 mL desta
dilui¢do foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL que foi completado até acima da
metade, com agua destilada. A solucdo foi neutralizada com solugdo de NaOH a 2N, até pH
entre 7 ¢ 9 e o volume foi completado com dgua destilada. A solugdo foi filtrada em papel

simples e no material filtrado foi dosado o teor de acticares redutores (SOMOGY, 1945).

Célculo: %amido= (% A.R.T.)x 0,9

3.2.8 pH

Foram pesadas 10g da amostra fresca de gengibre em um Becker de
250mL, adicionando-se 100mL de agua destilada. Levou-se ao agitador magnético durante 30
minutos, sendo em seguida deixado em repouso por 10 minutos. O liquido sobrenadante foi
transferido para um béquer e imediatamente o pH foi determinado ao inserir o eletrodo do pH-

metro na amostra.

3.2.9 Acidez Titulavel

Ap6s o pH ter sido determinado, manteve-se o pH-metro ligado. Sob
agitagdo magnética, titulou-se com a solugdo padronizada de NaOH a 0,1N até ser atingido o

pH 8,2 a 8,3 no pH-metro, anotando-se o volume gasto.
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3.3 Primeiro ensaio

Apbs a caracterizagdo dos rizomas de gengibre (item 3.2) realizou-se
o primeiro ensaio de hidrolise-sacarificacdo, o qual teve por objetivo comparar a agdo de duas
a-amilases comerciais fornecidas pela empresa Novo Nordisk: Termamyl 2X e Liquozyme
Supra 2X.

Para a realizacdo deste ensaio foi preparada uma suspensdo de 6000
gramas contendo gengibre fresco desintegrado em cevadeira de forma que a suspensdo ficasse
com 10% de amido. Na etapa de liquefagdo foram utilizados como parametros fixos a
concentragdo das a-amilases (1,2 kg de enzima/ tonelada de amido) e o tempo de reacdo (2 h),
sendo que na primeira hora o reator era mantido a 105°C com a adig¢@o de 1/3 da quantidade de
enzima e, na segunda hora, a temperatura era abaixada para 95° C.

Na sacarificagdo foi utilizada a enzima amiloglucosidase (AMG
300L) na concentracdo de 2,25 litros/tonelada de amido, e temperatura de reagdo de 60°C.
Amostras foram retiradas nos tempos 2, 18, 24, 36, 42, 48, 66 e 72 horas para posteriores
analises de rendimento do processo e perfil dos agucares. O processo de hidrolise-
sacarificagdo seguiu as etapas descritas na Figura 6.

As concentragdes das enzimas utilizadas foram baseadas em
experimentos preliminares realizados por Torres e Leonel (2008), que indicaram a necessidade
de uso de maiores concentragdes de enzimas devido a alta temperatura de gelatinizag¢do do
amido de gengibre e a presenga de outros componentes como 06leos e fibras. Uma vez que a
alfa-amilase tem uma temperatura 6tima de liquefacdo muito préxima da gelatinizagdo do
amido de gengibre (91,1°C citada por Leonel et al., 2005), exigiu-se uma demanda maior de

enzimas para obtencdo de maiores rendimentos do processo.



SUSPENSOES DA MATERIA-PRIMA
(pH 5,6)

Adicéo de 1/3 das enzimas:Termamyl 2X (70ppm de calcio) ou
Liguozyme Supra 2X (5ppm de calcio)

Aquecimento e agitacéo
até atingir 105°C

l

Manutencao da temperatura e agitacéo por 1 hora

Abaixamento da temperatura para 95°C

|

Adicéo de 2/3 das enzimas
Manutencao da temperatura e agitacéo por 1 hora
Resfriamento para 60°C e ajuste para pH 4,5
Adicéo de 2,25 L de AMG / t amido
Manutencao da temperatura em 60°C com agitagcéo por 72 horas
Filtracao

|

HIDROLISADO

Figura 6 - Processo de hidrolise-sacarificagdo das suspensodes de gengibre.
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3.3.1 Analises do hidrolisado

Os hidrolisados obtidos foram caracterizados quanto aos, agucares
totais e perfil dos acucares.

O teor de agucares totais foi determinado conforme descrito no item
3.2.5.

O perfil dos agucares foi realizado em cromatdgrafo liquido, marca
Varian modelo Pro-Star com duas bombas binarias e indice de refragdo (detector) com
amostrador automatico, sendo a coluna de marca BIORAD modelo AMINEX HPX 87P (fase
estacionaria Pb) 300 x 0,25mm, utilizando como fase mével dgua e fluxo da amostra de 0,6
ml/minuto, na temperatura de 80°C, que permite a quantificacdo de sacarideos de Dpde 1 a 9
(KANEKO et al., 1990).

Os perfis em area foram convertidos em concentragdo (g/L) a partir
dos padrdes. As solugdes padrdes foram feitas a partir de solugdes PA dos agucares: glicose,

frutose, maltose e sacarose em concentragdo de 10 g /L.

3.3.2 Calculo do Rendimento de Processo

O rendimento do processo foi calculado através da formula:

Rendimento % = Tedrico/Pratico x 100

3.3.3 Analise dos dados

Para analisar o efeito da agcdo das a-amilases e do tempo de acdo da
amiloglucosidase sobre a concentra¢do e perfil de agucares foi feita a analise de variancia
(ANOVA) complementada pelo teste de comparagdo de médias de Tukey, no nivel de 5% de
probabilidade.
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3.4 Segundo ensaio

A partir dos resultados obtidos no primeiro ensaio, foi realizado o
segundo ensaio que teve por objetivo avaliar o efeito das concentragdes das enzimas

Termamyl 2X e AMG 300L, sobre o teor de glicose, dextrina e rendimento do processo.

3.4.1 Delineamento experimental

Para a realizacdo deste ensaio foi utilizado o delineamento ‘central
composto rotacional’ para dois fatores, segundo Barros Neto; Scarminio, Bruns (2007), com
um total de 9 tratamentos.

Os parametros do processo, estabelecidos como varidveis
independentes, foram estudados em 3 niveis codificados como -1, 0, +1, calculados de acordo
com a seguinte equagao:

xi=Xi—-Z/AXi
onde:
x1 = valor codificado da variavel Xi;
Xi = valor real da variavel;
Z = valor real da variavel no ponto central;

AXi = valor do intervalo de variacdo de Xi;

Este delineamento apresenta também dois niveis de varidveis
axiais que sdo codificadas como —a e +a. O valor depende do numero fatorial (F = 2%) do
delineamento e do niimero de varidveis independentes (K = 2), sendo o valor definido pela

equacao:

o=(F)"=02%"%=14142
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Os valores maximos e minimos de cada variavel independente foram
estabelecidos dentro das possibilidades operacionais do processo de hidrdlise, baseados
também em dados de literatura e ensaios preliminares (Tabela 2).

Os parametros fixos do processo foram: as temperaturas e tempo de
acdo do reator na etapa de liquefacdo (105°C/1h e 95°C/1h), a temperatura da Incubadora

Refrigerada na sacarificagdo (60°C), a agitagdo desta (110 rpm) e o tempo de reacdo 24 horas.

Tabela 2 - Parametros varidveis do processo de hidrdlise-sacarificagdo

Niveis Fatores ou variaveis independentes
Axiais Codificados Termamyl 2X AMG 300L
(Kg/t amido) (L/t amido)
- -1,41 0,50 0,97
-1 0,80 1,50
0 1,20 2,25
+1 1,60 3,00
+ o +1,41 1,88 3,53

3.4.2 Processo de hidrdlise-sacarificacio.

Foram preparadas suspensdes de gengibre desintegrado e dgua na
concentracdo de 10% de amido. As suspensdes foram submetidas ao processo de hidrélise em
reator de temperatura controlada com capacidade para 18 litros e agitagdo constante (Figura
7).

Na liquefagdo, a suspensdo foi mantida por uma hora em temperatura
de 105°C com um ter¢co da dose de enzima Termamyl 2X estipulada para cada tratamento, e,
por mais uma hora com o restante da enzima na temperatura de 95°C.

Na etapa de sacarificag@o foi realizada a correcdo do pH para 4,5-4,8

com acido sulfurico 3M, e a adi¢do da amiloglicosidase (AMG 300L), reagindo por vinte e
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quatro horas a 60°C, em Incubadora Refrigerada com Agitagdo da marca TECNAL modelo

TE-422 (110 rpm).

3.4.3 Analises dos hidrolisados

Apo6s o processo de hidrolise, amostras foram retiradas, centrifugadas
em Centrifuga Excelsa Baby II, modelo 206-R da marca FANEM, a 4000rpm durante 15
minutos e as analises procederam-se no sobrenadante.

Foi realizada andlise da concentragdo de glicose pelo método
Glicoseoxidase, onde 1 mL da amostra foi diluido em baldo de 100 mL. Dessa diluigdo
retirou-se uma aliquota de 20 microlitros e adicionou-se 2 mL de reativo de cor. Apos esse
processo as amostras foram encaminhadas para banho de imersdo a 37°C por 10 minutos e
posteriormente agitadas. Realizou-se entdo a leitura em espectrofotometro com comprimento
de onda de 505 nandmetros.

As analises da concentragdo de dextrinas e perfil dos agucares do
hidrolisado foram feitas em cromatégrafo liquido (CLAE), conforme descrito no item 3.3.1. O
rendimento de processo foi calculado dividindo-se o valor obtido (pratico) nas analises pelo
valor teodrico obtido através das reacdes de obtengdo de glicose a partir do amido,

considerando o volume de hidrolisado adquirido em cada tratamento.
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Figura 7 — Reator utilizado no processo de hidrolise da suspensdo de gengibre.

3.4.4 Analise dos dados

O processamento dos dados e a andlise estatistica foram realizados
com o auxilio do RSREG e do STEP-WISE do sistema SAS versdo 8.2. A significancia do
modelo foi testada pela andlise de varidancia (ANOVA). Foi adotado o nivel de significancia de
5% (o= 0,05).

Para andlise dos resultados experimentais, a metodologia descreve o
comportamento de um sistema no qual estdo combinadas as variaveis independentes (Xk) e a
variavel dependente ou resposta (Yi). A resposta é fun¢do dos niveis nos quais estes fatores

foram combinados e definidos conforme BOX & DRAPER (1987):

Yi=F (X1, X2...., Xk)

Através de uma analise de regressdo, pode ser ajustado para cada
resposta (Y) um polinomio de segunda ordem com as variaveis explicativas (Xk). A expressao
geral utilizada para predizer o comportamento de cada resposta avaliada pode ser escrita da

seguinte forma:



Yi=p0+BIX1 +p2X2 + BI1X1% + p22X2% + BI2X1IX2 +¢

onde,

Yi = fungdo resposta;

X1, X2 = valores das variaveis independentes;
B0 = coeficiente relativo ‘a intercepcdo do plano com o eixo de resposta;
B1, B2 = coeficientes lineares estimados pelo método dos minimos quadrados;

B11, 22 = coeficiente das varidveis quadraticas;

B12 = coeficiente de interacdo entre as varidveis independentes;

€ = erro experimental.

A Tabela 3 mostra o delineamento experimental com os niveis
codificados e reais das variaveis independentes, nos diferentes tratamentos.
Através do presente estudo foi possivel obter modelos estatisticos

capazes de predizer o comportamento das varidveis dependentes (respostas) em fun¢do das

variaveis independentes.

Tabela 3 - Delineamento experimental do segundo ensaio.

Codificado

Ensaio Termamyl 2X AMG 300L

X1 X2 (Kg/t de amido) (L/t amido)
1 -1 -1 0,80 1,50
2 -1 1 0,80 3,00
3 1 -1 1,60 1,50
4 1 1 1,60 3,00
5 0 0 1,20 2,25
6 0 0 1,20 2,25
7 0 0 1,20 2,25
8 -0 0 0,50 2,25
9 +a 0 1,88 2,25
10 0 -0 1,20 0,97
11 0 +a 1,20 3,53

+ | a|=1,4142; X1, X2 = variaveis dependentes: concentra¢do de alfa-amilase Termamyl 2X e concentragdo de amiloglucosidase

AMG 300L, respectivamente.
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3.5 Terceiro ensaio

Este ensaio teve por objetivo avaliar o efeito da temperatura, tempo e
concentracdo de levedura, sobre o teor de etanol, agucares residuais, metanol, glicerol e

acetona.

3.5.1 Preparo do mosto

O volume de 4 litros de hidrolisado, obtido conforme as condi¢des
descritas na Figura 6 nas concentracdes de 1,6 Kg Termamyl 2X/ t amido e 3,0 L de AMG
300L/t amido, foi dividido em 20 por¢des de 200 mL e adicionadas de fermento comercial
(Saccharomyces cerevisae cepa Y-904, desidratada, fornecida pelo fabricante Mauri Brasil),

nas concentragdes (p/p) estabelecidas no delineamento experimental descrito na Tabela 4.

3.5.2 Delineamento experimental

O processo de fermentacdo seguiu o delineamento central composto
rotacional para trés fatores, sejam eles: temperatura de fermentagdo (°C), concentracdo de
fermento (%) e tempo de fermentacéo (h).

Este delineamento apresenta dois niveis de varidveis axiais que sio
codificados como —a e +a. O valor depende do numero fatorial (F = 2*) do delineamento e do

numero de varidveis independentes (K = 3), sendo o valor definido pela equacio:

o= (F)"*=2%"=1,681

Para andlise dos resultados experimentais, foi seguido o mesmo
sistema do segundo ensaio no qual estdo combinadas as varidaveis independentes (Xk) e a
variavel dependente ou resposta (Y1i).

O parametro fixo definido em ensaios preliminares foi a agitagdo da

Incubadora Refrigerada em 110 rpm.
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Os valores maximos e minimos de cada variavel independente foram

estabelecidos com base em resultados preliminares (Tabela 4).

Tabela 4 -Variaveis de trabalho com seus respectivos niveis do terceiro ensaio.

Variaveis Niveis
Codificado Real —a -1 0 1 +a
X1 Tempo de fermentagdo (horas) 17 20 24 30 33
X2 Temperatura da fermentagao (°C) 23 26 30 34 37
X3 Concentragdo de levedura (% p/p) 0,22 0,75 1,50 2,25 3,0

+la|=1,681

3.5.3 Analises dos vinhos

Apds o processo de fermentagdo as amostras foram centrifugadas para
separacdo do vinho fermentado e da levedura. As analises procederam-se no sobrenadante com
o objetivo de determinar os perfis de composi¢cdo de substincias presentes no vinho como

etanol, glicerol, metanol agucares residuais, além das concentragdes dos mesmos.

3.5.3.1 Contagem de células

A determinagdo da viabilidade e numero de células totais antes e apds
a fermentacdo foi feita segundo a metodologia de Lee et al. (1981). Em um tubo de ensaio
foram colocados 0,5 mL da suspensdo de levedura (mosto em fermentagdo) e¢ 9,5 mL de
solugdo corante. O tubo foi fechado e agitado intensamente por 30 segundos e depois deixado
no suporte por 1 minuto. A leitura foi feita em microscopio 6tico através de contagem em
camara de Neubauer de duas montagens diferentes, sendo contados cinco quadrantes. Foram
contadas apenas as células, sendo consideradas as coradas de azul como mortas e as ndo

coradas como vivas. Nao foram considerados os brotos, flocos de células e pseudomicélio.
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Os calculos para a determinagdo da viabilidade e numero total de
células foram:
Numero total de células /ml=Nx2,5x 10°x D onde,
N= ntmero total de células presentes no quadrado médio
D= fator de diluigao

% de células viaveis = numero células ndo coradas x 100

nimero total de células
A solugdo corante tem a seguinte composi¢do: azul de metileno (0,025
%), NaCl (0,9 %), KC1 (0,042 %), CaCl, . 6 H,O (0,048 %), NaHCO; (0,02 %),glicose

(1,0%). A solugdo sera mantida em agitacdo por 6 horas e filtrada em papel de filtro.

3.5.3.2 Acucares residuais, etanol, metanol e glicerol.

As analises dos aglcares residuais, etanol, metanol e glicerol foram
realizadas em cromatdgrafo liquido. A coluna utilizada para deteccdo dos compostos foi a
AMINEX HPX 87H (fase estacionaria H+) 300 x 0,25mm, sendo utilizado como fase mével
acido sulftrico 0,001N, fluxo da amostra 0,6 ml/minuto e temperatura de 50°C.

Os perfis em area dos componentes dos vinhos foram convertidos

para concentracgdo (g/L) a partir de solugdes padrdes.

3.5.3.3 Perfil cromatografico dos componentes volateis no destilado

Amostras de 25 mL dos vinhos obtidos nos diferentes ensaios de
fermentacdo foram colocadas em baldo de fundo chato acoplado a coluna de Vigraux e
aquecidos para a destilacdo das amostras.

As amostras destiladas foram analisadas em cromatdgrafo de fase
gasosa (CG) modelo 3380 da Varian, equipado com detector tipo FID e com coluna marca ohi
valley 60mtX0,25mm SD, modelo OV 1301 bonded 1,4micras.

As condi¢des de operacdo para a determinacdo das porcentagens de

etanol, metanol e acetona foram: rampa de temperatura 35°C durante 5 minutos e de 35 a
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100°C a 1° minuto, gas de arraste nitrogénio, fluxo 40mL. min”', e volume injetado de 1

microlitro, tempo total de corrida 135 minutos.

3.5.4 Analise dos dados

O experimento de fermentacdo foi conduzido num delineamento
fatorial 3* incompleto, com trés fatores ou variaveis independentes, e trés niveis codificados.
Para a analise estatistica dos resultados experimentais foi utilizado o

modelo:

3 3 3
yk =bo + '21 b X+ X ) bij Xik Xjk t €k , onde:
=

i=l =i
yk = valor observado da variavel dependente no nivel K, K=1, ..., 20;
Xik = i-ésima variavel independente, no nivel K, 1=1, 2, 3;
bo = parametro do modelo, independente de x;
b; = parametros correspondentes aos efeitos lineares de x; ;
bj; = pardmetros correspondentes aos efeitos de 2* ordem de x; x;,1=1,2,3,j=1, ..., 3;
ex = erro experimental associado a k-ésima parcela.

O processamento dos dados e a analise estatistica foram realizados
com o auxilio do sistema SAS. A significancia do modelo foi testada pela anélise de varidncia
(ANOVA), sendo adotado o nivel de significancia alfa de 5%.

Inicialmente foi realizada a andlise de varidncia sendo
determinados os coeficientes de regressdo do modelo incluindo todos os parametros (linear,
quadratico e interagdo). O ajuste do modelo foi feito pela opgdo “step-wise”, sendo que o
modelo ajustado obtido foi validado pelo teste F utilizando-se como denominador o quadrado
médio do erro puro (BARROS NETO et al., 2003).

Na construgdo das superficies de resposta duas varidveis
independentes variaram dentro das regides estudas e a terceira foi mantida fixa no ponto

central (Tabela 5).
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Ensaio Codificado Real

X1 X2 X3 X1 X2 X3
1 -1 -1 -1 20 26 0,75
2 -1 -1 1 20 26 2,25
3 -1 1 -1 20 34 0,75
4 -1 1 1 20 34 2,25
5 1 -1 -1 30 26 0,75
6 1 -1 1 30 26 2,25
7 1 1 -1 30 34 0,75
8 1 1 1 30 34 2,25
9 -0 0 0 17 30 1,50
10 +o 0 0 33 30 1,50
11 0 -ol 0 24 23 1,50
12 0 +a 0 24 37 1,50
13 0 0 -0 24 30 0,22
14 0 0 +a 24 30 3,00
15 0 0 0 24 30 1,50
16 0 0 0 24 30 1,50
17 0 0 0 24 30 1,50
18 0 0 0 24 30 1,50
19 0 0 0 24 30 1,50
20 0 0 0 24 30 1,50

+ | a| = 1,681; X1, X2, X3 = varidveis dependentes: tempo de fermentagio, temperatura do processo e concentragdo de levedura,

respectivamente; X1 = Tempo (horas); X2 = Temperatura (°C); X3 = Concentra¢do de levedura (% p/p) A partir da equagdo de regressdo

obtida por esta técnica, foi possivel obter graficos com o auxilio do software “Statistica”.

3.6 Quarto ensaio

Este ensaio teve por objetivo a validagcdo experimental das condig¢des

estabelecidas pelas analises estatisticas dos experimentos anteriores, bem como, a destilagdo

do vinho obtido para a obtencdo da aguardente de gengibre e sua caracterizag@o. O ensaio foi

realizado em batelada sem repetigdes.
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3.6.1 Preparo do hidrolisado

Uma suspensdo de 16 kg contendo massa ralada de gengibre e agua
(10% de amido) foi colocada no reator (Figura 7) e realizou-se o processo de hidrdlise
utilizando 1,6 Kg de Termamyl 2X/ t de amido e 3,0 L de AMG 300L/ t amido seguindo as
etapas descritas na Figura 6.

Apo6s o processo de hidrolise a suspensdo foi filtrada em filtro a vacuo
marca MF DIMAN —ME (Figura 8), onde o liquido (hidrolisado de gengibre) foi separado da
parte sélida (residuo fibroso) e submetido a analise em cromatografia liquida de acordo com a

metodologia descrita no item 3.4.3.

Figura 8 — Filtro a vacuo utilizado para separar o extrato liquido das fibras apds o processo de

hidrolise dos rizomas de gengibre.
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3.6.2 Fermentacio

Considerando os resultados obtidos no terceiro ensaio, 9 kg do
hidrolisado de gengibre, obtidos apds filtracdo da suspensdo submetida a hidrélise, foram
colocados em dois erlenmeyers de 6 litros sendo adicionados 1,5% levedura. Os erlenmeyers
foram mantidos em agita¢do (100rpm) em incubadora refrigerada a 26°C por 20h.

O vinho foi caracterizado quanto ao teor de etanol, metanol, glicerol e
acucares residuais em cromatografico liquido. A coluna utilizada para detec¢do dos
compostos foi a AMINEX HPX 87H (fase estacionaria H+) 300 x 0,25mm, sendo utilizado
como fase movel acido sulfurico 0,001IN, fluxo da amostra 0,6 ml/minuto ¢ temperatura de
50°C.

Os perfis em area dos componentes do vinho foram convertidos para

concentragdo (g/L) a partir de solugdes padroes.

3.6.3 Destilacao

A destilagdo do vinho de gengibre foi realizada em alambique de
cobre com capacidade de 20 litros (Figura 9). O processo de destilagdo teve a duracdo de 3h,
sendo realizadas coletas a cada 100 mL de destilado para a separagdo das fragdes: cabega,

coragdo e cauda.
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Figura 9 — Alambique de cobre utilizado na destilagdo do vinho fermentado de gengibre.

3.6.4 Caracterizacio das fracdes destiladas e da vinhaca

Apo6s a separacdo das amostras destiladas e da vinhaga estas foram
caracterizadas quanto ao teor alcoolico, acidez titulavel e perfil cromatografico.
- Teor alcodlico:
O percentual de etanol das amostras foi determinado utilizando-

se alcoometro de Gay-Lussac (Instituto Adolfo Lutz, 2007).

- Determinacio da acidez volatil e total:
A acidez volatil e total das amostras foi determinada de acordo

com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2007).
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- Preparacio de derivados carboxilicos das 2,4-DNPH

O destilado obtido foi caracterizado quanto a sua composi¢do
quimica de aldeidos, segundo metodologia por derivatizagdo proposta por Nascimento et AL
(1997).

Os derivados carboxilicos de 2,4-dinitrofenilidrazina (DNPH)
foram obtidos conforme descrito por Nascimento (1997), dissolveu-se 0,40g de 2,4-DNPH em
acido sulftrico concentrado P.A. (2 ml) e dgua destilada (3 ml). Nesta solu¢do adicionou-se:
0,10g de aldeidos padrdes (acetaldeido, hidroxi metil furfural, formaldeido, butiraldeido,
benzaldeido, valeraldeido), dissolvidos em etanol (15 ml), num total de 6 solugdes. Os
componentes derivados foram isolados via filtracdo e purificados por recristalizagdo com

etanol absoluto.

-Procedimento analitico para aldeidos
Uma solucdo 0,4% de 2,4-dinitrofenilidrazina foi preparada
dissolvendo-se 0,40g em 100 ml de acetonitrila. Em frasco adicionou-se consecutivamente: 1
ml da solug¢do de 2,4-dinitrofenilidrazina (0,4%), 4 ml da amostra de etanol destilado e 20
microlitros de H3PO4. A solugido restante foi agitada e mantida em repouso, por pelo menos 45
minutos, em temperatura de 25°C. Em seguida, submeteu-se 25 microlitros da amostra as
andlises cromatograficas em equipamento descrito no item 3.3.1 utilizando coluna de silica
Hypersil BDS — C18 125X 4 nm, em temperatura de 25°C, fase movel gradiente metanol/agua
v/v 65/35% por 6 minutos, 85/15% por 4 minutos, 80/20% por 10 minutos, 75/35% por 5
minutos, detector UV 365 nm, vazdo de 0,3 ml/min.
A identificag@o e quantificacdo das substancias foram realizadas

por comparagdo com cromatogramas de substancias padro, injetadas nas mesmas condigdes.

-Procedimento analitico para acidos ésteres e alcodis

Para a verificagdo das concentracdes dos compostos
secundarios: alcool isoamilico, n-butanol, tec-butanol, alcool butirico, isopropanol, acetato de
etila, metil éster, acetonitrila, foram realizadas em Cromatdgrafo da marca Varian, modelo

3380, detectos tipo FID e com coluna marca Ohi Valley 60mtx0,25nm, modelo OV 1301
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bonded 1,4 micras. Rampa de temperatura 35°C durante 5 minutos e de 35 a 100°C a 1°

minuto, tempo total de corrida 135 minutos.

- Alcodis superiores e compostos secundarios
Os teores de alcodis superiores foram obtidos pela soma dos
componentes n-propilico, isobutilico e isoamilico e os compostos secunddrios pela somatoria

da acidez volatil, acetaldeido, acetato de etila e alcodis superiores (BRASIL, 2005).

- Teor de cobre
A determinacdo do teor de cobre foi realizada utilizando-se o
Sistema de Analise por Inje¢do Seqiiencial (SAI) com detec¢do em espectofotdmetro de

chama.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Primeiro ensaio
O gengibre utilizado neste ensaio foi caracterizado quanto a sua

composicao e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Composi¢do centesimal média dos rizomas de gengibre tipo caipira adquiridos em

Tapirai — SP.
Constituintes (g/100g rizomas frescos) Média
Umidade 83,09
Cinzas 1,09
Proteinas 1,74
Fibras 1,47
Matéria graxa 0,33
Acgucar soluvel 0,8
Amido 11,4
pH 7,2

Acidez (mL NaOH IN) 4,3
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Os resultados obtidos concordam com Leonel (2005), onde foram
encontrados valores de: umidade 84%, proteina 1,2%, matéria graxa 0,86%, fibra 0,93%,
cinzas 0,96%, agucar total 0,34% ¢ amido 11,42% na matéria umida sendo o teor de amido da
matéria seca em torno de 65%. Os rizomas de gengibre apresentam consideravel teor de amido
0 que torna esta matéria prima interessante para o processo de hidrélise-sacarificagdo para

obten¢do de agucares fermentesciveis.

4.1.1 Caracterizacio dos hidrolisados

Os resultados obtidos no primeiro ensaio no qual se avaliou o
efeito da combinagdo das enzimas Termamyl 2X (T1) ou Liquozyme Supra 2X (T2) com a
AMG 300L, esta em diferentes tempos de agdo, sobre o teor de glicose do hidrolisado estao

apresentados na Tabela 7 e Figura 10.

Tabela 7 - Médias e andlise de varidncia para a comparacdo do teor de glicose em g/l nos

hidrolisados obtidos a partir da acdo das duas a-amilases em duas horas de liquefagio.

a-amilases Glicose

(g/lh*
Termamyl 8,29a
Liquozyme 2,02b
ANOVA

G.L S.Q QM Valor F PROB. >F

Enzimas 1 58,97 58,87 1395,59 0,00024
Residuo 4 0,17 0,04
Total 5 59,14

* Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Como pode ser observado apds duas horas de agdo ocorreu diferenca
significativa para o teor de glicose no hidrolisado, sendo este superior no tratamento que
utilizou a Termamyl 2X.

O teor de glicose no hidrolisado apos a agdo de amilases ¢
determinado pela dosagem da enzima, condigdes de processo e eficiéncia da enzima. Segundo

o fabricante das enzimas, a Liquozyme Supra (0,4Kg/t matéria seca, 5 ppm Ca, pH 5,5)
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apresenta uma maior eficiéncia na porcentagem de dextrose equivalente (11%) quando
comparada com a Termamyl 120L (0,4Kg/t matéria seca, 70ppm Ca, pH 6,2) apos duas horas
de acdo (9%), contudo, ndo ¢ mostrada a comparagdo com a Termamyl 2X (NOVOZYMES,
2008).

Apbs a acdo das a-amilases avaliou-se o efeito do tempo de acdo da
amiloglucosidase (AMG 300L) sob o teor de glicose nos hidrolisados liquefeitos pelas duas
enzimas. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 8.

A analise estatistica dos dados mostrou terem ocorrido diferencas
significativas entre os hidrolisados liquefeitos pelas duas a-amilases em todos os tempos de
acdo da AMG 300L, com os maiores teores para os hidrolisados que tiveram a agdo da
Liquozyme Supra 2X.

Ja com relagdo ao efeito do tempo de acdo da AMG 300L dentro de
cada tratamento das a-amilases, foi observado que no tratamento com Termamyl 2X o teor de
glicose aumentou significativamente das 18h para as 24h de acdo da amiloglucosidase, ndo
ocorrendo diferenca significativa apos este periodo. Ja no tratamento com Liquozyme Supra
2X, os maiores teores de glicose foram obtidos ap6s 48h de agdo da AMG 300L, com o maior

teor obtido apds 72h de agdo da enzima.

Tabela 8 - Médias e analise de varidncia para a comparagdo do teor de glicose nos hidrolisados

obtidos apds a liquefagdo pelas duas a-amilases, nos diferentes tempos de acdo da AMG 300L.

Tempo (h) Termamyl* Liquozyme
18** 85,54Bb 106,37Ac
24 92,31Ba 106,37Ac
42 92,51Ba 107,28 Abc
48 93,41Ba 109,11Aabc
66 94,53Ba 110,52Aab
72 95,08Ba 111,13Aa
ANOVA
G.L S.Q QM Valor F PROB. >F
Enzima 1 2371,69 2371,69 1209,74 0,00001
Tempo 5 202,15 40,43 20,6226 0,00001
Residuo 29 56,85 1,96
Total 35 2630,70

* Médias seguidas de mesma letra minuscula na mesma coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

**M¢édias seguidas de mesma letra maiuscula na mesma linha néo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
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A Figura 10 mostra os resultados obtidos para o perfil de agticares no
hidrolisado apés a agdo das a-amilases, ilustrando as porcentagens de glicose e outros agucares
como maltose, maltotriose, maltotetraose, sacarose e dextrinas nos hidrolisados.

Os resultados do perfil dos agticares na etapa de liquefagdo do amido
para as o-amilases testadas demonstraram maiores porcentagens de dextrinas e glicose no
hidrolisado liquefeito pela Liquozyme Supra 2X, com menores porcentagens de sacarose,
maltotriose e maltose quando comparado com o hidrolisado obtido apds a agdo da Termamyl

2X.

80+
70

60+

50+

40

30+

20

% constituintes do prfil de
agucares

10

Dext. Sacar. Maltetra. Maltotriose  Maltose Glicose

O Liquozyme 2X @ Termamyl 2X

Figura 10 — Perfil dos agticares nos hidrolisados apos ag¢do das a-amilases.

A Figura 11 mostra os resultados obtidos no perfil de agucares dos
hidrolisados nos diferentes tempos de acdo da amiloglucosidase. Foi possivel observar
elevadas porcentagens de glicose (>98%) nos hidrolisados independente da a-amilase utilizada
na etapa de liquefagdo, sendo que no tratamento com a Termamyl 2X o tempo de 24h de agdo

da AMG ¢ mais adequado.
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Figura 11- Efeito do tempo de acdo da AMG 300L no teor de glicose apds a agdo das duas a-

amilases.

Tavares (2004), avaliando diferentes xaropes para obtencdo de
etanol, produzidos a partir de amido farelo de mandioca e cepa recombinante de
Saccharomyces cerevisiae L36-w4, verificou que o ensaio realizado com meio preparado a
partir de um xarope de farinha de mandioca que sofreu dextrinizagdo por lh, apresentou um
rendimento similar ao obtido no ensaio padrdo, € uma maior produtividade em etanol, cerca de
27% mais elevada que o ensaio padrdo. Isso indica que, provavelmente, a dextrinizagdo
realizada, gerou moléculas menores de oligossacarideos e isso fez com que a acdo da
glucoamilase fosse facilitada.

Considerando o maior rendimento em glicose, conforme demonstrado
na figura 12, a menor porcentagem de dextrina na liquefagdo realizada pala Termamyl 2X e,
também, o fato desta enzima ser fabricada no Brasil, possibilitando menores custos de
processo de hidrélise, além de diminuir os riscos de escassez do produto e problemas
derivados de fretamento e condi¢des de transporte. A Termamyl 2X foi selecionada para dar

continuidade nos outros ensaios.



4.1.2 Rendimento do processo

residuos finais, bem como dos hidrolisados, estabeleceu-se o balan¢co de massa dos diferentes
tratamentos (Figura 12). Foi observado que no Tratamento 1, no qual o processo iniciou com
970,63g de matéria seca dos quais 654,36g era amido; 86,85 % do amido e 67,65 % da matéria
seca foram hidrolisados. No Tratamento 2 foi observado que 89,71% do amido foram

hidrolisados. Quanto aos agucares retidos no residuo observou-se que 19,7% do total obtido

Através da analise dos resultados obtidos na caracterizagdo dos

ficaram presos ao residuo no T1 e 22,89 % no T2.

GENGIBRE FRESCO + AGUA = 6000g (p/p)

Matéria seca inicial (g)
970,63

Amido (g) Ac. Totais (g) Fibras (g) Cinzas (g) Proteinas (g) Mat. Graxa (g)
654,36 45,92 84,37 62,57 99,88 18,94

PROCESSO DE HIDR(')LfSE E SACARIFICACAO

|

RESIDUO FINAL
T1
Mat. seca (g) 314,0
Amido (g) 85,99
Ac. Totais (g) 105,5
Fibras (g) 50,2
Cinzas (g) 15,8

Proteinas (g) 46,18
Mat. Graxa (g) 10,33

.

EXTRATO

T2 Tl T2
296,0 Mat. Seca (g) 465,12 448,50
67,28 Glicose (g) 429,99 388,74
115,23

43,56

14,92

45,69

9,32

Figura 12 - Balango de massa do processo de hidrolise-sacarificagdo do rizoma de gengibre

nos diferentes tratamentos.
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Analisando-se os resultados obtidos neste experimento pode-se
verificar uma pequena diferenca de rendimento na utilizag¢@o das duas enzimas no processo de
hidrdlise de gengibre. Porém o Tratamento 2 mostrou-se mais eficiente no percentual de
amido hidrolisado, 0o que corrabora para a decisdo de utilizagdo da Termamyl 2X como a
enzima para ser utilizada na etapa de liquefacio.

Em estudo da ag¢do de enzimas complementares (celulase e pectinase)
na hidrolise de farelo de mandioca realizado por Leonel & Cereda (1999), Os resultados
obtidos demonstraram que 63,42% do amido foram hidrolisados no tratamento em que nao se
utilizaram enzimas complementares. No tratamento com as duas enzimas complementares
foram hidrolisados 89,55%, no tratamento com celulase 65,42% e no tratamento com
pectinase 88,73%. Isto demonstra o aumento do rendimento de processo devido a
complementagdo do uso de enzimas convencionais (alfa-amilase e amiloglucosidase) com

outras ndo-convencionais ao processo de sacarificacdo do amido.

4.2 Segundo ensaio

A concentracdo de enzimas ¢é fator fundamental na hidroélise de
derivados amilaceos e interfere substancialmente no processo. Encontrar a concentragao ideal
para o processo caracteriza uma hidrolise eficiente, além de aumentar o rendimento em
agucares fermentesciveis proporcionando também residuo final com menor teor de amido
residual.

Os resultados obtidos no segundo ensaio, onde foi comparado o efeito
da concentrag@o da enzima Termamyl 2X e da enzima amiloglucosidade AMG 300L, sobre o
teor de glicose (g/1), teor de dextrina (g/l) e rendimento do processo (%), estdo apresentados na

Tabela 9.

4.2.1 Glicose

No processo completo de hidrolise, o amido € convertido em uma

mistura de vdarios oligossacarideos e dextrinas diferentes pelo uso da o-amilase. Essas
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maltodextrinas, ligeiramente doces, sdo submetidas a mais uma conversdo pela adicdo de
outras enzimas promotoras do desdobramento total das moléculas de amilose ou amilopectina
que ao se romperem transformam-se em dextrinas cada vez mais simples e finalmente em
glicose (ENZIMAS, 2007).

Através da Tabela 9 ¢ possivel observar que os resultados dos
tratamentos apresentaram teores de glicose entre 79,866 g/L e 109,06 g/L como valores

minimos e maximos respectivamente.

Tabela 9 - Resultado dos valores de glicose (g/L) e dextrina (g/L) encontrados no hidrolisado

de gengibre em cada tratamento e rendimento do processo (%).

Tratamento Var. codificadas Var. independentes Variaveis dependentes
X1 X2 Termamyl AMG Glicose Dextrina Rend.
1 -1 -1 0,80 1,50 84,564 1,432 58,67
2 -1 1 0,80 3,00 87,584 0,395 60,75
3 1 -1 1,60 1,50 95,973 0,916 66,57
4 1 1 1,60 3,00 102,013 0,271 70,73
5 0 0 1,20 2,25 81,544 0,332 56,52
6 0 0 1,20 2,25 81,208 0,295 56,32
7 0 0 1,20 2,25 81,544 0,294 56,52
8 -1,41 0 0,50 2,25 79,866 0,337 55,41
9 1,41 0 1,88 2,25 109,060 0,372 75,66
10 0 -1,41 1,20 0,97 93,289 0,749 64,7
11 0 1,41 1,20 3,53 105,033 0,179 72,82

X1= Concentragdo de Termamyl 2X (g/Kg amido); X2= Concentragio de AMG 300L (mL/Kg amido)

A andlise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo
(p<0,05) dos fatores concentragdo de Termamyl e de AMG sobre este parametro. Contudo,
ndo foi observado efeito significativo da interacdo dos fatores (Tabelas 10 e Apéndice 1). O
modelo ajustado deu origem a equag@o 1 que determina a concentragdo de glicose, sendo:

Glicose = 81,45 + 8,4T + 3,21AMG + 5,45T* + 7,82AMG"” (Equagdo 1)
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O gréafico de superficie de resposta (Figura 13) mostra que
concentra¢des maiores de alfa-amilase e de amiloglucosidase estabelecem maiores teores de

glicose no hidrolisado.

Tabela 10 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de glicose (g L) nos

hidrolisados de gengibre (modelo ajustado).

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressdo
Média 81,45
Termamyl (L) 8,40 1,27 1 0,0006
AMG (L) 3,21 1,27 1 0,0453
Termamyl (Q) 5,45 1,52 1 0,0116
AMG (Q) 7,81 1,52 1 0,0021
R’ 0,9310
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 4 1048,33 262,08 20,23 0,0012
Residuos 6 77,74 12,96
Total 10 1126,07

o 2O

Figura 13 — Efeito das concentra¢des de Termamyl 2X e AMG 300L sobre o teor de glicose

nos hidrolisados de gengibre.
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4.2.2 Dextrina

A formagdo de dextrinas se da a partir da quebra das ligagdes a-1,4 da
molécula de amido, aleatoriamente, pelas enzimas denominadas alfa-amilases. Quanto maior a
quantidade de dextrinas formadas no meio, mais o processo se mostrou eficiente. O meio de
reacdo demonstra-se menos viscoso devido o rompimento dessas estruturas que compdem o
amido.

Para o fator dextrina, os valores variaram de 0,179 g/l a 1,432 g/l,
sendo estes minimos € maximos respectivamente, conforme demonstrado na Tabela 9. Através
da analise de regressdo pode-se observar efeito significativo (p<0,05) do fator concentragdo de
AMG sobre este pardmetro. Contudo, ndo foi observado efeito significativo da concentracdo
de Termamyl e também da intera¢do dos fatores para este pardmetro (Tabelas 11 e Apéndice
2). O modelo ajustado deu origem a equacdo 2 que determina a concentragdo de dextrina,
sendo:

Dextrina = 0,5065 — 0,3116 AMG (Equacéo 2)

Tabela 11 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de dextrina (g/L) nos

hidrolisados de gengibre (modelo ajustado).

Coeficientes Erro padrio GL p valor

de regressao
Média 0,5065
AMG (L) -0,3116 0,0952 1 0,0096
R? 0,5435
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressdo 1 0,7746 0,7746 10,71 0,0096
Residuos 9 0,6507 0,0723
Total 10 1,4253

Através da Figura 14, pode ser observado que hd diminuicdo da
permanéncia de dextrina no extrato a medida que se adiciona enzima AMG 300L. Quanto
maior a concentragdo de amiloglucosidase, menor a concentragdo de dextrina encontrada no

extrato hidrolisado.
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Figura 14 — Efeito da concentracdo de AMG 300L sobre o teor de dextrina no hidrolisado de
gengibre.

As amilases de uma maneira geral, agem na superficie do granulo de
amido, provavelmente em uma imperfei¢do estrutural ou fissura e, depois, se estendem
lateralmente formando cavidades conicas. A acdo continua da alfa-amilase causa erosdo nos
granulos que podem ser, eventualmente, dissolvidos completamente (FRENCH, 1975). Este
mesmo autor verificou que a alfa-amilase se caracteriza tanto por atacar a amilose quanto a
amilopectina. O complexo enzima-substrato formado possui uma conformagio ideal para a
catalise. A ligacdo da direita estd mais fracamente associada a enzima que a da esquerda, por
isso a ligag@o da direita se dissocia deixando este lugar desocupado. O fragmento da esquerda
se rearranja para ocupar todo o lugar da ligacdo. Esse processo produz um complexo enzima-
substrato com geometria ideal para as catélises posteriores. Como a alfa-amilase ndo consegue
quebrar as ramifica¢des, a hidrélise da amilopectina € limitada, fazendo com que sejam

produzidas dextrinas limites ou oligossacarideos, que possuem todos os pontos de ramificagao,
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sdo as amiloglucosidases que vao terminar de quebrar as cadeias maiores (dextrinas) em

glicose quando a concentragdo dessa enzima ndo ¢ suficiente o processo de hidrolise é parcial.

4.2.3. Rendimento do Processo

Através da andlise de regressdo pode-se observar efeito significativo
(»<0,05) dos fatores concentragdo de Termamyl e da AMG sobre este parametro. Contudo,
ndo foi observado efeito significativo da intera¢do dos fatores. Os valores de rendimento do
processo variaram de 55,41% a 75,66%, sendo estes minimos € maximos respectivamente,
conforme demonstrado na Tabela 9. As Tabelas 12 e Apéndice 3 representam os coeficientes
de regressdo estimados para o rendimento do processo de hidrolise. O modelo ajustado deu

origem a equagdo 3 que determina o rendimento de processo, sendo:

Rendimento de Processo = 56,4653 + 5,8213T + 2,2177AMG + 3,7995T" + 5,4217AMG’
(Equagdo 3)

A Figura 15 demonstra os valores de rendimento em func¢do das
concentragdes das enzimas Termamyl 2X e AMG 300L utilizadas, caracterizando maiores

rendimentos quando as concentragdes dessas enzimas sdo elevadas.

Tabela 12 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o rendimento do processo

(%) dos hidrolisados de gengibre (modelo ajustado).

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
M¢édia 56,4653
Termamyl (L) 5,8213 0,8852 1 0,0006
AMG (L) 2,2177 0,8852 1 0,0462
Termamyl (Q) 3,7995 1,0563 1 0,0114
AMG (Q) 5,4217 1,0563 1 0,0022
R’ 0,9308
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 4 504,3617 126,09 20,17 0,0013
Residuos 6 37,5032 6,2505

Total 10 541,8649
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Figura 15 — Efeito da concentracdo de Termamyl 2X e AMG 300L sobre o rendimento do

processo de hidrélise-sacarificagdo de suspensdo de gengibre.

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) permite a
constru¢cdo de modelos matematicos que possibilitam a interpretacdo e a descrigdo quantitativa
das relagdes existentes entre as varidveis dependentes (resposta) e as variaveis independentes
(fatores) que se pretende estudar. Esta metodologia normalmente € utilizada quando deseja-se
maximizar ou minimizar uma determinada resposta, representando, portanto, uma tentativa de
otimizagao.

Os modelos ajustados deram origem a equagdes que estabelecem
modelos preditivos usados no diagndstico para estabelecer qual tratamento foi o mais
eficiente, quando todos os parametros sdo avaliados em conjunto. Assim, o Tratamento 4,
onde foram utilizados 1,6 Kg/t de amido de Termamyl 2X e 3,0 L/ t amido de AMG 300L,

demonstrou ser o mais eficiente.

4.3 Terceiro ensaio

Este ensaio teve por objetivo avaliar o efeito da concentragdo de

inéculo, do tempo e da temperatura de fermentacdo sobre o teor de etanol, metanol, glicerol,
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teores de agucares residuais e porcentagem de crescimento celular no vinho, bem como, o

perfil de componentes volateis apds a destilagdo do vinho.

4.3.1 Analises do vinho

Na fermentagdo alcodlica o agucar que se encontra no mosto ¢
utilizado pela levedura para a produgdo de etanol, gds carbonico, massa celular, acidos
succinico e acético, glicerol, alcoois superiores, ésteres, aldeidos, entre outros produtos.

Segundo Corazza et al. (2001) a obtencdo do fermentado se da pela
fermentacdo alcoolica, por difusdo, que ¢ o tipo de fermentacdo em que se obtém
essencialmente etanol, mas que compreende um grupo de reagdes onde sdo produzidos
também outros alcoois, como o metanol, por exemplo. A legislagdo brasileira estabelece que o
fermentado ¢ a bebida com graduagdo alcoolica de 4 a 14% em volume, a 20 °C, obtida da
fermentacdo alcodlica do mosto da matéria prima escolhida (BRASIL, 2006).

Os resultados obtidos para os teores de etanol, metanol, glicerol e
acucares residuais analisados em CLAE, bem como, porcentagem de crescimento celular,

estdo apresentados na Tabela 13.

4.3.1.1 Etanol

Conforme superficie de resposta o teor de etanol nos diferentes
tratamentos variaram de 10,54 g/L a 35, 61 g/L. Através da analise de regressdo observou-se o
efeito linear da temperatura de fermentagao sobre o teor de etanol (Tabelas 14 ¢ Apéndice 4).
O modelo ajustado deu origem a equacdo 4 que determina a concentragdo de etanol, sendo:

Etanol = 25,75 — 3,4375Temp (Equagéo 4)
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Os resultados mostraram que o teor de etanol foi menor para tratamentos

submetidos a temperaturas mais altas. Os tratamentos que obtiveram maiores teores de etanol

encontravam-se na faixa de temperatura ambiente entre 22 a 25°C (Tabela 14, Figura 16).

Tabela 14 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de etanol no vinho

(modelo ajustado)

Coeficientes Erro padrao GL p valor
de regressdo
Média 25,75
Temperatura (L) -3,4375 1,5659 1 0,0415
R? 02112
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F
Regressao 1 161,39 161,39 4,82 0,0415
Residuos 18 602,82 33,49
Total 19 764,20
35
30 —
-~ 25 \
d
3 20 \’\
é 15
" 10 4
5
o T T T
20 25 30 35 40
Temperatura (°C)

Figura 16 — Efeito da temperatura sobre quantidade de etanol produzida no vinho

A temperatura ¢ um dos pardmetros mais importantes que afetam a

fermentacdo, influenciando o metabolismo da levedura e a produg¢do de compostos volateis. A

realizagdo da fermentagdo em baixas temperaturas demonstra, como efeito inicial, o

prolongamento da fase Lag, assim como, a formacdo de alguns outros metabdlitos como o
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glicerol, a assimilag¢do e metabolismo de nitrogénio se modificam nestas condigdes (NOVO et al.,

2003).

4.3.1.2 Glicerol

Os resultados obtidos para a andlise do teor de glicerol nos vinhos
obtidos apos os diferentes tratamentos de fermentagdo mostraram uma variacdo de 3,56 g/L a
6,58 g/L. As Tabelas 15 e Apéndice 5 mostram a analise dos coeficientes de regressdo para os
modelos completo e ajustado. O modelo ajustado deu origem a equagdo 5 que determina a
concentracdo de glicerol no vinho, sendo:

Glicerol = 5,3234 + 0,8508 Tempo (Equagao 5)

Os resultados mostraram ter ocorrido o efeito linear do tempo de
fermentacdo sobre o teor deste composto no vinho de gengibre.

Através da Figura 17 pdde-se observar que o tempo contribuiu para o
aumento dos teores de glicerol no vinho, sendo encontradas menores concentra¢des de glicerol

nos tratamentos submetidos a menor tempo de fermentacdo (15 a 20 horas).

Tabela 15 - Coeficientes de regressdo estimados ¢ ANOVA para o teor de glicerol no vinho

(modelo ajustado)

Coeficientes Erro padrio GL p valor

de regressao
Média 5,3234
Tempo (L) 0,8508 0,2288 1 0,0016
R’ 0,4345
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 1 9,8870 9,8870 13,83 0,0016
Residuos 18 12,8681 0,7149
Total 19 22,7551

Segundo Martinez (2002), a producdo de glicerol no processo

fermentativo ¢ favorecida por pHs basicos, os quais também favorecem o crescimento de
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bactérias em detrimento das leveduras que sdo mais acidofilas. Geralmente, a maior produgdo de

glicerol resulta em menor produg¢do de dlcool e menor rendimento do processo.

8
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Figura 17 — Efeito do tempo de fermentagdo sobre quantidade de glicerol no vinho.

4.3.1.3 Metanol

Os resultados obtidos na analise de metanol nos vinhos mostraram
pequenos teores deste componente com uma variagdo de 0 a 0,165 g/l nos diferentes
tratamentos. As Tabelas 16 e Apéndice 6 apresentam os coeficientes de regressdo estimados e
ANOVA para o teor de metanol no vinho nos modelos completo e ajustado. O modelo ajustado

deu origem a equagdo 6 que determina a concentragao de metanol no vinho, sendo:
Metanol = 0,11835 + 0,05392Temperatura — 0,05067Tempo® (Equacio 6)

Foi possivel observar através da analise estatistica que os fatores tempo e
temperatura tiveram influéncia na formacdo de metanol.
A Figura 18 mostra que nas condi¢des de elevada temperatura de

fermentacdo e, condigdes intermediarias de tempo, os teores de metanol sdo maiores. De acordo
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com Maia (1994), a presenga de agucares residuais ou bagacilho no vinho pode formar compostos
indesejaveis, catalisados pelo aumento da temperatura e pelo pH acido do vinho, desidratando os
acucares e hidrolisando celulose, hemicelulose e pectina, como também outros polissacarideos do

bagacilho.

Tabela 16 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de metanol no vinho

(modelo ajustado)

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 0,11835
Temperatura (L) 0,05392 0,02390 1 0,0376
Tempo (Q) -0,05067 0,02390 1 0,0421
R’ 0,3685
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 2 0,0774 0,03870 4,96 0,0201
Residuos 17 0,13265 0,00780
Total 19 0,21004

-0.000
0,020
0.040
0,060
0.080
0,100
0,120
0,140
0160
0,180

above

IIREOC00ENN

Figura 18 — Efeito da temperatura e tempo de fermentagdo sobre o teor de metanol no vinho, com

a concentragdo de levedura em 1,5%.
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4.3.1.4 Sacarose

A Tabela 17 e Apéndice 7 representam os coeficientes de regressao
estimados ¢ ANOVA para os teores de sacarose no vinho. O modelo ajustado deu origem a

equagdo 7 que determina a concentragdo de sacarose residual no vinho, sendo:

Sacarose = 4,08935 — 0,06633Temp02 — 0,05700TempoxTemperatura + 0,08125Temperatura
xLevedura (Equagéo 7).

Através dos resultados obtidos pode-se observar que houve interagdo dos

fatores tempo e temperatura sobre o teor de sacarose no vinho e também concentragcdo de

levedura e temperatura.

Tabela 17 - Coeficientes de regressdao estimados ¢ ANOVA para o teor de sacarose no vinho

(modelo ajustado)

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 4,08935
Tempo (Q) -0,06633 0,01890 1 0,0029
Tempo x Temperatura -0,05700 0,02560 1 0,0407
Temperatura x Levedura 0,08125 0,02560 1 0,0059
R’ 0,6309
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 3 0,14339 0,04780 9,12 0,0009
Residuos 16 0,08389 0,00524
Total 19 0,22728

Através da Figura 19 observou-se que as maiores concentragdes de
sacarose encontravam-se na faixa de temperatura ambiente (22 a 25°C) e também em
temperaturas mais elevadas na faixa de 34 a 36°C. Quanto ao tempo, pdde-se observar que nos
primeiros tempos fixos de fermentagdo a concentracido de sacarose encontrada foi menor quando
comparada a tempos de 20 a 25 horas de processo fermentativo, voltando a cair quando os
tratamentos foram submetidos a tempo maior de fermentagdo (33 a 36 horas). E possivel que

durante o processo, agucares maiores (maltodextrinas) tenham sido quebrados em agucares
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menores como a sacarose em funcdo da AMG 300L néo ter sido inativada. A maior concentragio
de sacarose inicialmente pode ser explicada pelo fato das leveduras ndo a terem utilizado no
principio do processo, dando preferéncia para as moléculas de glicose, que sdo menores dentre as

fermentesciveis.
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Figura 19 — Efeito da temperatura e tempo de fermentacio sobre o teor de sacarose no vinho, com

concentragdo de levedura de 1,5%.

Através da Figura 20 observou-se que concentragcdes menores de
sacarose foram encontradas nos tratamentos submetidos a altas concentragdes de levedura e
temperaturas na faixa de 22-24°C, fatores esses, mais favoraveis a quebra de aglcares no
processo fermentativo. Porém, tratamentos que foram submetidos a condi¢des antagénicas como,
temperaturas mais altas e menores concentragdes de levedura, também apresentaram a mesma

caracteristica de baixa concentragdo de sacarose encontrada no vinho.

4.3.1.5 Maltose

Para o teor de maltose no vinho os valores encontrados variaram de 8,99

g/l a 13,92 g/L. A andlise dos coeficientes de regressdo mostrou terem ocorrido os efeitos
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lineares e quadraticos da porcentagem de levedura inoculada, e os efeitos quadraticos do tempo e
temperatura de fermentacdo, conforme demonstrado nas Tabelas 18 e Apéndice 8. O modelo
ajustado deu origem a equagdo 8 que determina a concentragdo de maltose residual no vinho,
sendo:

Maltose = 9,31425 + 0,82676Levedura + 0,79882Temp02 + O,60795Temperatura2 +
1,33962Levedura’ (Equagdo 8)
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= 4.018
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[ 4,182
B 4236
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4345
Bl above

Figura 20 — Efeito da temperatura de fermentagdo e concentracdo de levedura sobre o teor de

sacarose no vinho, com o tempo de fermentagdo de 25 horas.

A superficie de resposta tragada apds o ajuste do modelo (Figura 21)
mostra que os menores teores deste acucar residual sdo obtidos nas condi¢des intermedidrias de
tempo e temperatura. J4& mantendo o tempo de fermentacdo na condi¢do intermediaria, os
menores teores de maltose ocorrem nas condi¢des de baixa porcentagem de levedura inoculada e

temperatura intermediaria (Figura 22).
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Tabela 18 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de maltose no vinho

(modelo ajustado)

Coeficientes Erro padrao GL p valor
de regressao

Média 9,31425

Levedura (L) 0,82676 0,35407 1 0,0339

Tempo (Q) 0,79882 0,34464 1 0,0350

Temperatura (Q) 0,60795 0,34464 1 0,0981

Levedura (Q) 1,33962 0,34464 1 0,0015

R2

ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 4 44,1828 11,0457 6,45 0,0032

Residuos 15 25,6847 1,71231

Total 19 69,8675
B 9727
Bl 10,154
B 10,582
= 11,009
] 11,436
1 11,864
1 12,291
B 12,718
Bl 13145
Bl 13,573
Bl above

Figura 21 — Efeito da temperatura e tempo de fermentagdo sobre o teor de maltose no vinho, com

a concentragdo de levedura em 1,5%.
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Figura 22 — Efeito da temperatura de fermentagdo e concentragdo de levedura sobre o teor de

maltose no vinho, com o tempo de fermentacdo de 25 horas.

4.3.1.6 Glicose

Para o teor de glicose residual no vinho observou-se uma variacdo de
0,239g/L a 0,461g/L nas diferentes condi¢cdes experimentais testadas.

A analise de regressio mostrou efeito quadratico do tempo de
fermentacdo, bem como, da interagdo temperatura e concentragdo de levedura sobre o teor deste
actcar no vinho, conforme apresentado nas Tabelas 19 e Apéndice 9. O modelo ajustado deu
origem a equacgdo 9 que determina a concentragdo de glicose residual no vinho, sendo:

Glicose = 0,30169 + 0,06123Tempo” — 0,04575 Temperaturax Tempo (Equacdo 9)

Nas condi¢des de baixo tempo de fermentagdo e também em seu inverso
o teor de glicose residual no vinho ¢ maior, sendo os menores teores encontrados na condi¢do

intermedidria de tempo (Figura 23). J4 mantendo-se o tempo de fermentagdo fixo em 25 horas,
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observa-se que menores teores de glicose residual sdo obtidos nas condi¢des de baixa temperatura

e baixa porcentagem de levedura inoculada e, também , na condicao inversa (Figura 24).

Tabela 19 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de glicose no vinho

(modelo ajustado)

Coeficientes Erro padrao GL p valor
de regressao
Média 0,30169
Tempo (Q) 0,06123 0,01374 1 0,0003
Temperatura x Levedura -0,04575 0,01861 1 0,0250
R’ 0,6039
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F
Regressao 2 0,07178 0,03589 12,96 0,0004
Residuos 17 0,04708 0,00277
Total 19 0,11887
0,5
0,45 /
0,4 - \ /
=5 0,35
3 03 o~ .
$ 0,25
8 02
O 0,15
0,1
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0 ‘ ‘ ‘
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Figura 23 — Efeito do tempo sobre a concentragdo de glicose no vinho.



77

0,169
0,198
0,227
0,256
0,285
0,315
0,344
0,373
0,402
0,431
above

IRNREC0OOREN

Figura 24 — Efeito da temperatura de fermentagdo e concentragdo de levedura sobre o teor de

glicose no vinho, com o tempo de fermentacdo de 25 horas.

4.3.1.7 Crescimento celular

Os resultados para o crescimento celular nos vinhos nas diferentes
condi¢cdes de fermentagcdo variaram de 90,48% a 316,67%. A andlise dos coeficientes de
regressdo (Tabelas 20 e Apéndice 10) mostrou terem ocorrido efeitos lineares significativos da
temperatura de fermentagdo e concentra¢do de leveduras inoculadas sobre este fator. O modelo
ajustado deu origem a equacdo 10 que determina o crescimento celular de leveduras no vinho,
sendo:

Crescimento Celular = 190,815 — 24,6174Temperatura — 49,554Levedura (Equagdo 10)
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Tabela 20 - Coeficientes de regressdo estimados € ANOVA para o crescimento celular no vinho
(modelo ajustado).

Coeficientes Erro padrao GL p valor
de regressao
Média 190,815
Temperatura (L) -24,6174 11,6388 1 0,0495
Levedura (L) -49,554 11,6388 1 0,0005
R’ 0,5707
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 2 41816 20908 11,30 0,0008
Residuos 17 31453 1850,17
Total 19 73269

A Figura 25 mostra que nas condigdes de baixa temperatura de

fermentacdo e menor quantidade de levedura inoculada o crescimento celular foi maior,

ocorrendo diminui¢do da taxa de crescimento com o aumento da temperatura e da concentragao
de levedura.
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Il 271,684
Il 296 817
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Figura 25- Efeito da temperatura de fermentagdo e concentragdo de levedura sobre o crescimento

celular no vinho, com o tempo de fermentagao de 25 horas.
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4.3.2 Analise do destilado

A andlise dos componentes volateis como acetona, metanol e etanol sdo
de vital importancia para verificar se as caracteristicas do produto estdo dentro dos limites
estabelecidos pela legislacdo brasileira. A acetona ¢ encontrada normalmente no vinho nas
concentragdes entre 3 a 32 mg/L. A legislacdo brasileira sobre bebidas estabelece que a
concentragdo maxima de metanol permitida nos vinhos de mesa ¢ de 0,5 g/100 mL de alcool
anidro, pois o metanol é tdxico aos seres humanos, provocando quando consumido vinho com
concentra¢des acima do permitido, a queda do pH no sangue do consumidor afetando o sistema
respiratorio, levando a cegueira e/ou até a morte. O etanol ¢ o principal componente do destilado,
sendo apenas menor que a agua.

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos no perfil de componentes
volateis encontrados apds a destilagdo do vinho de gengibre nos diferentes tratamentos. Essa
analise serviu para qualificar os componentes do destilado quanto as propor¢des de seus

componentes principais.

4.3.2.1 Etanol

Para a porcentagem de etanol no destilado observou-se uma variacao de
97,02 a 99,7% nos diferentes tratamentos. As Tabelas 22 e Apéndice 11 apresentam os
coeficientes de regressdo estimados para a porcentagem de etanol no destilado, demonstrando que
houve efeito significativo da interagdo dos fatores tempo e concentracdo de levedura sobre a
porcentagem de etanol no destilado. O modelo ajustado deu origem a equagdo 11 que determina a

porcentagem de etanol no destilado, sendo:

Etanol = 99,37 — 0,282Tempo — 0,4977Temp02 — 0,4714TempoxTemperatura +
0,4351TempoxLevedura + 0,4181Temperatura x Levedura (Equagdo 11).
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Tabela 21 — Resultado dos valores de etanol, metanol e acetona em porcentagem encontrados no

destilado de gengibre em cada tratamento.

Variaveis
Trat codificadas Variaveis independentes Variaveis dependendentes
Tempo Temperatura Levedura Etanol  Metanol Acetona

X1 X2 X3 ( ((9) (%) (Y0) (%) (%)
1 -1 -1 -1 20 26 0,75 99,138 0,067 0,281
2 -1 -1 1 20 26 2,25 97,769 0,017 0,099
3 -1 1 -1 20 34 0,75 99,468 0,077 0,070
4 -1 1 1 20 34 2,25 99,196 0,014 0,203
5 1 -1 -1 30 26 0,75 99,381 0,164 0,000
6 1 -1 1 30 26 2,25 99,177 0,320 0,218
7 1 1 -1 30 34 0,75 97,250 0,029 0,247
8 1 1 1 30 34 2,25 99,294 0,022 0,293
9 - 0 0 17 30 1,50 99,029 0,109 0,170
10 +o O 0 33 30 1,50 97,018 0,902 0,000
11 0 -a O 25 23 1,50 99,073 0,332 0,205
12 0 +a O 25 37 1,50 99,518 0,071 0,000
13 0 0 -0l 25 30 0,22 98,993 0,007 0,049
14 0 0 +a 25 30 2,80 98,906 0,023 0,171
15 0 0 0 25 30 1,50 99,457 0,013 0,160
16 O 0 0 25 30 1,50 99,692 0,015 0,169
17 O 0 0 25 30 1,50 99,682 0,011 0,156
18 0 0 0 25 30 1,50 99,422 0,014 0,167
19 O 0 0 25 30 1,50 99,478 0,019 0,160
20 0 0 0 25 30 1,50 99,724 0,019 0,162

X1= Tempo de fermentagdo (horas); X2= Temperatura de fermentac¢do (°C); X3= Concentragdo de levedura (% p.p).

Tabela 22 - Coeficientes de regressdo estimados ¢ ANOVA para a porcentagem de etanol no

destilado (modelo ajustado)

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 99,37
Tempo (L) -0,2820 0,10168 1 0,0149
Tempo (Q) -0,4977 0,09808 1 0,0002
Tempo x temperature -0,4714 0,13286 1 0,0032
Tempo x Levedura 0,4351 0,13286 1 0,0055
Temperatura x Levedura 0,4181 0,13286 1 0,0071
R’ 0,8264
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 5 9,41331 1,88266 13,33 <0,0001
Residuos 14 1,97713 0,14122
Total 19 11,39044
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A superficie de resposta tragada a partir do modelo ajustado mostra que
nas condi¢cdes de maior tempo de fermentagdo e menores porcentagem de levedura inoculada o
destilado obtido de gengibre apresenta menor porcentagem de etanol, o que também pode ser
observado na condi¢do de baixo tempo de fermentagdo e elevada concentragdo de levedura

inoculada (Figura 26).

Lo PR

Figura 26 — Efeito da concentracdo de levedura e tempo de fermentagdo sobre a porcentagem de

etanol no destilado, com a temperatura de fermentagao de 30°C.

Em trabalho realizado por Lopes, (2006), na elaboracao de fermentados a
partir de Figo-da-india, o resultado foi semelhante ao encontrado neste trabalho, pois a produgdo
do fermentado do fruto integral mostrou que maiores concentragdes de levedura apresentam
maiores resultados de produtividade, no entanto o percentual de conversdo independe da
concentragdo de levedura. Por outro lado, elevadas concentracdes de °Brix apresentaram menores
resultados de percentual de conversdo, porém maiores valores de produtividade. Com relagdo ao

fermentado da polpa do fruto da palma forrageira foi verificado que o percentual de conversdo
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chega ao maximo de 95% para menores concentracdes de °Brix e para concentracdo de levedura
fixada no ponto central (15 g/L ou 1,5%).

Ja, mantendo-se a porcentagem de levedura inoculada em 1,5%, observa-
se que nas condi¢des de baixo tempo e temperatura de fermentacdo e, também, nos seus inversos,

a porcentagem de etanol no destilado ¢ menor (Figura 27).

96,360
96,733
97,106
97,480
97,853
98.226
98,599
98,973
99,346
99,719
above

IRNE00EaE

Figura 27 — Efeito da temperatura e tempo de fermentagdo sobre a porcentagem de etanol no

destilado, com a concentragdo de levedura de 1,5%.

Através da Figura 28 ficou constatado que concentragdes altas de etanol
foram produzidas nas condigdes de temperatura mais alta e menor tempo e, também, quando os
tratamentos foram expostos a condigdes contrarias de baixa temperatura por um tempo maior de
reacdo. A temperatura ¢ condi¢do fundamental na eficiéncia de fermentagdo pelas leveduras. A
exposicdo a altas temperaturas por muito tempo desnatura enzimas que sdo responsaveis pelo
processo de transformagdo de agucar em etanol, prejudicando seu rendimento. Por outro lado,
baixas temperaturas retardam o processo levando a um resultado mais demorado de produgdo de
etanol, pois a velocidade de reagdo esta diretamente ligada as condi¢des ideais de processamento

do microrganismo.



4.3.2.2 Metanol

&3

Com relagdo a porcentagem de metanol no destilado as porcentagens

encontradas no perfil cromatografico variam de 0,07 a 0,9% nos diferentes tratamentos

experimentais. A analise dos coeficientes de regressao (Tabelas 23 e Apéndice 12) mostra que o

tempo de fermentagdo teve efeito significativo sobre este componente. O modelo ajustado deu

origem a equagdo 12 que determina a porcentagem de metanol no destilado, sendo:

Metanol = 0,01749 + 0,12401Tempo + 0,13876Tempo” (Equagdo 12)

Tabela 23 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para a porcentagem de metanol no

destilado (modelo ajustado)

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 0,01749
Tempo (L) 0,12401 0,03824 1 0,0048
Tempo (Q) 0,13876 0,03689 1 0,0016
R’ 0,5920
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 2 0,49273 0,24637 12,33 0,0005
Residuos 17 0,33955 0,01997
Total 19 0,83228

Conforme mostra a Figura 28 o aumento no tempo de fermentagdo leva 4

uma maior porcentagem de metanol no destilado, com menores porcentagens observadas na

condi¢do intermediaria de tempo de fermentagao.
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Figura 28 — Efeito do tempo de fermentagdo sobre a porcentagem de metanol no destilado.

Durante a fermentacdo, as leveduras atuam no caldo, transformando a
sacarose em alcool e outras substancias quimicas. Conforme Ribeiro (1997), a dilatacdo do tempo
de fermentagdo ¢ indicativo de contaminag@o do caldo por microrganismos indesejaveis. Segundo
esse mesmo autor, o periodo ideal do processo fermentativo encontra-se na faixa de 18 a 36
horas.

Em trabalho realizado por Lopes (2005), no estudo de fermentado de
Opuntia ficus (Figo-da-india), por analise de cromatografia gasosa, foi verificado que a
concentracdo de metanol no fermentado foi de 1,4 mg (100mL)-1, que ndo representa nem 1% do
maximo permitido pela legislacdo. Esse resultado pode ser explicado pela retirada da pectina
contida na fruta, uma vez que o metanol contido no vinho ¢ devido a degradacdo da pectina. O
gengibre ndo contém em sua composi¢do valores consideraveis de pectina, o que pode contribuir

com a baixa formacdo de metanol no vinho.

4.4 Quarto ensaio

4.4.1 Analise do hidrolisado

O processo de hidrdlise-sacarificacdo do amido presente nos rizomas de

gengibre deu seqiiéncia a outras etapas até a fase final de preparo da aguardente. Os resultados
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obtidos na caracterizagdo cromatografica do hidrolisado de gengibre estdo apresentados na

Tabela 24.

Tabela 24- Resultados médios das analises no hidrolisado de gengibre.

Componentes (g/L) Média
Glicose 99,39
Frutose 3,84
Maltose 4,74
Sacarose 5,43

Dextrinas 1,47

Os resultados obtidos mostraram que a glicose representa 86,52% dos
acucares obtidos, sendo observada também pequena porcentagem de dextrinas (1,3%).

Considerando que o processo iniciou com 16 Kg de suspensido contendo
10 % de amido (1600g) e 112 g de agucares soluveis, o rendimento tedrico do processo seria de
1889,77 g de acucares fermentesciveis. Foi obtido apos a etapa de filtragio da suspensdo
hidrolisada 9000 g de hidrolisado. Com base na composi¢do em agucares determinadas pela
cromatografia a quantidade de agucares fermentesciveis foi de 1020,6g. Portanto, o rendimento
do processo foi de 54,01%. Maiores rendimentos poderiam ser obtidos com um processo de
prensagem do residuo fibroso.

A fermentagdo do extrato obtido na hidrolise-sacarificacdo ¢ a segunda
etapa do processo de fabricacdo da aguardente de gengibre e consolidou os parametros técnicos
estabelecidos para tal procedimento, para que fosse gerado o destilado. A analise dos compostos
existentes no vinho ¢ de fundamental importancia para caracterizar e diagnosticar compostos
indesejaveis no produto final e também para verificar se a fermentagao foi eficiente.

Os resultados obtidos através da andlise do vinho apds o processo

fermentativo do hidrolisado de gengibre esté representado na Tabela 25.
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Tabela 25- Resultados médios das analises no vinho de gengibre.

Componentes (g/L) Média
Etanol 47,1
Metanol 8,5
Glicerol 6,9
Glicose 5,6

Através dos resultados obtidos no processo fermentativo pode-se
constatar que a concentragdo de etanol no vinho esta coerente com concentragdes tedricas obtidas
através de calculos de rendimento tedrico de etanol a partir da quantidade de agucares
encontrados no hidrolisado. Assim tem-se que a partir de 99,3 g/L de glicose obtida na hidrélise-
sacarificacdo descrita acima, seriam obtidos 50,96 g/LL de etanol. Com o resultado obtido de 47,1
g/L de etanol, o rendimento, calculado através da divisdo do valor pratico sobre o teoérico, chega a

92,4%, o que caracteriza um bom processo fermentativo.

4.4.2. Analise do Destilado

A destilacdo do vinho de gengibre compds a ultima etapa do processo de
fabricagdo de aguardente. A composi¢ao das fragdes destiladas estd apresentada na Tabela 26.

Os resultados obtidos na destilagcdo do vinho de gengibre mostraram que
a utilizagdo do gengibre para a obten¢do de aguardente é viavel uma vez que podera agregar valor
ao rizoma que ndo atinge os padrdes de mercado. Isso é possivel tendo em vista que a bebida
obtida apresentou-se com aspecto incolor, e odor caracteristico de aguardentes e cachagas, além
do odor proporcionado pelos componentes presentes no gengibre. Quando comparado com outras

aguardentes viu-se que se apresentava semelhante quanto alguns componentes.



Tabela 26 —Valores

médios dos componentes quimicos das fragdes destiladas do vinho de

gengibre.

Componentes Cabeca Coracio Cauda
Teor alcoolico 70°GL 40°GL 16°GL
Acetaldeido 8,58mg/100mL 7,12mg/100mL

Acetato de etila - 40mg/100mL -
Metanol 80mg/100mL 59mg/100mL -
isopropilico 45mg/100mL 126mg/100mL -
n-butilico 47,30mg/100mL - -
isoamilico 109mg/100mL 144mg/100mL -
Acidez volatil 0,3mL/100mL 0,3mL/100mL -
Acidez total 1,2mL/100mL 1,0mL/100mL 0,5mL/100mL
Acidez fixa 0,9mL/100mL 0,7mL/100mL 0,5mL/100mL
pH 4,79 4,80 4,61
Cobre 4,81ppm 5,95ppm 9,32ppm
Alcodis superiores 154mg/100mL 270mg/100mL -
Congéneres 162,8mg/L 317,42mg/L

Em trabalho realizado por Parazzi et al (2008), caracterizando aguardente
de cana-de-acucar, pdde-se observar que o teor alcodlico, valores de acetaldeido e acetato de etila
sdo semelhantes aos encontrados na composicdo da aguardente de gengibre. Os valores de
metanol e cobre sdo superiores ao valor encontrado pelo autor (3,9 mg/100ml e 1,3mg/100ml),
enquanto que os valores de acidez volatil e acidez total estdo bem abaixo dos valores encontrados
para a aguardente de cana-de-agucar (17,73 mg/100ml e 23,20 mg/100ml). Em trabalho realizado
por Ferreira et al (2005), que caracterizaram aguardente de mandioca, encontraram valores para
acidez total de 58,8 mg/100ml.

Os valores de pH e de alcoodis superiores sdo semelhantes aos
encontrados na aguardente de cana avaliada por Parazzi et al. (2008).

A composi¢do quimica e os requisitos de qualidade para a aguardente de

cana e cachaca no Brasil sdo também fixados pela Instru¢do Normativa n° 13, cujos coeficientes
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de congéneres, ou seja, a somatoria dos componentes volateis “ndo alcool” ndo poderd ser
inferior a 200 mg.100 mL—1 e ndo superior a 650 mg.100 mL—1 de 4lcool anidro, observando os
seguintes limites maximos para cada componente: 150 mg.100 mL—1 de alcool anidro para
acidez volatil (expressa em dacido acético), 200 mg.100 mL—-1 de alcool anidro de ésteres
(expresso em acetato de etila), 30 mg.100 mL—1 de alcool anidro de aldeido totais (expresso em
aldeido acético), 5 mg.100 mL—1 de &lcool anidro de furfural + hidroximetilfurfural e 360 mg de
alcoois superiores por 100 mL de alcool anidro (expressos pela soma dos alcoois n-propilico,
isobutilico e isoamilico) (BRASIL, 2005).

Dessa forma, o valor do conjunto de componentes (alcodis superiores),
ndo superou o limite maximo de tolerancia permitido pela legislacdo. O teor de metanol obtido na
aguardente e de n- butilico ultrapassaram o limite permitido pela legislagdo. O metanol podera
representar um entrave na confeccdo da aguardente, pois seus limites quando ultrapassados pela
legislagdo representam toxicidade para o consumo humano. Os teores dos congéneres nao

ultrapassaram os limites exigidos pela legislagéo.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

- o uso da Termamyl 2X na etapa de liquefagdo de suspensdo de gengibre
leva & obten¢do de maior quantidade de glicose quando comparado com a Liquozyme Supra 2X
nas condicdes testadas;

- para a obtengdo de maior quantidade de agucares fermentesciveis no
processo de hidrolise-sacarificacdo de suspensdo de gengibre sdo necessarios 24h de acdo da
AMG 300L;

- as condi¢gdes de 1,5% de levedura inoculada, 26°C e 20h de
fermentagdo levam 4 obtencdo de vinho com menores teores de agticares residuais e maior teor de
etanol.

- o valor de metanol encontrado na aguardente de gengibre ultrapassou o
estabelecido para aguardente pela legislacdo.

- a aguardente de gengibre ¢ semelhante em sua composi¢do a

aguardentes de outras matérias primas.
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Apéndice 1 — Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de glicose (g L) nos

hidrolisados de gengibre.

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 81,45
Termamyl (L) 8,40 1,3756 1 0,0017
AMG (L) 3,21 1,3756 1 0,0668
Termamyl (Q) 5,45 1,6414 1 0,0210
AMG (Q) 7,81 1,6414 1 0,0051
Termamyl (L) x AMG (L) 0,75 1,9425 1 0,7135
R? 0,9330
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 5 1050,61 210,12 13,92 0,0059
Residuos 5 75,46 15,09
Total 10 1126,07

Apéndice 2 - Coeficientes de regressdo estimados ¢ ANOVA para o teor de dextrina (g/L) nos

hidrolisados de gengibre.

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 0,305
Termamyl (L) -0,07 0,098 1 0,4877
AMG (L) -0,311 0,098 1 0,0253
Termamyl (Q) 0,110 0,118 1 0,3901
AMG (Q) 0,166 0,118 1 0,2184
Termamyl (L) x AMG (L) 0,098 0,139 1 0,5142
R? 0,726342
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 5 1,0352 0,207 2,65 0,1539
Residuos 5 0,3900 0,78
Total 10 1,4253
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Apéndice 3 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de dextrina (g/L) nos

hidrolisados de gengibre.

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 56,4653
Termamyl (L) 5,8213 0,9556 1 0,0017
AMG (L) 2,2177 0,9556 1 0,0680
Termamyl (Q) 3,7995 1,140 1 0,0207
AMG (Q) 5,4217 1,140 1 0,0051
Termamyl (L) x AMG (L) 0,5200 1,3494 1 0,7158
R’ 0,9327
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 5 505,4433 101,0886 13,88 0,0059
Residuos 5 36,4216 7,2843
Total 10 541,8649

Apéndice 4 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de etanol no vinho

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 29,0727
Tempo (L) 0,6474 1,6521 1 0,7034
Temperatura (L) -3,4375 1,6521 1 0,0641
Levedura (L) 0,4147 1,6521 1 0,8069
Tempo (Q) -0,2184 1,6080 1 0,8946
Temperatura (Q) -2,1360 1,6080 1 0,2136
Levedura (Q) -2,5036 1,6080 1 0,1506
Tempo x temperatura -2,7612 2,1587 1 0,2297
Tempo x Levedura 1,5007 2,1587 1 0,5028
Temperatura x Levedura -0,1195 2,1587 1 0,9569
R’ 0,5122
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 391,40 43,49 1,17 0,4041
Residuos 10 372,80 37,28

Total 19 764,20




Apéndice 5 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para o teor de glicerol no vinho

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressdo
Média 5,4445
Tempo (L) 0,08508 0,2583 1 0,0081
Temperatura (L) -0,1848 0,2583 1 0,4907
Levedura (L) 0,1877 0,2583 1 0,4841
Tempo (Q) 0,1608 0,2514 1 0,5387
Temperatura (Q) -0,07854 0,2514 1 0,7611
Levedura (Q) -0,2588 0,2514 1 0,3275
Tempo x temperatura -0,1251 0,3375 1 0,7185
Tempo x Levedura 0,0646 0,3375 1 0,8520
Temperatura x Levedura -0,3729 0,3375 1 0,2951
R’ 0,5996
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 13,6448 1,5161 1,66 0,2193
Residuos 10 9,1103 0,9110
Total 19 22,7551

Apéndice 6 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de metanol no vinho.

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 0,1461
Tempo (L) 0,0293 0,0171 1 0,1180
Temperatura (L) 0,0539 0,0171 1 0,0104
Levedura (L) -0,0293 0,0171 1 0,1180
Tempo (Q) -0,05405 0,0166 1 0,0088
Temperatura (Q) -0,0187 0,0166 1 0,2879
Levedura (Q) -0,0187 0,0166 1 0,2879
Tempo x temperatura 0,0500 0,0223 1 0,0494
Tempo x Levedura -0,0500 0,0223 1 0,0494
Temperatura x Levedura -0,0500 0,0223 1 0,0494
R’ 0,8094
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 0,1700 0,0188 4,72 0,0118
Residuos 10 0,0400 0,0040
Total 19 0,2100
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Apéndice 7 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para o teor de sacarose no vinho

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressdo
Média 4,0846
Tempo (L) 0,0028 0,0230 1 0,9066
Temperatura (L) 0,0224 0,0230 1 0,3542
Levedura (L) -0,0131 0,0230 1 0,5807
Tempo (Q) -0,0657 0,0224 1 0,0149
Temperatura (Q) 0,0102 0,0224 1 0,6575
Levedura (Q) -0,0039 0,0224 1 0,8654
Tempo x Temperatura -0,0570 0,0301 1 0,0874
Tempo x Levedura 0,0062 0,0301 1 0,8396
Temperatura x Levedura 0,0812 0,0301 1 0,0223
R’ 0,6814
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 0,1549 0,0172 2,38 0,0969
Residuos 10 0,0724 0,0072
Total 19 0,2273

Apéndice 8 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de maltose no vinho

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 9,3142
Tempo (L) 0,0994 0,3598 1 0,7880
Temperatura (L) 0,3917 0,3598 1 0,3018
Levedura (L) 0,8267 0,3598 1 0,0444
Tempo (Q) 0,7988 0,3502 1 0,0457
Temperatura (Q) 0,6079 0,3502 1 0,1133
Levedura (Q) 1,3396 0,3502 1 0,0033
Tempo x temperatura 0,6975 0,4701 1 0,1688
Tempo x Levedura -0,2130 0,4701 1 0,6602
Temperatura x Levedura -0,4350 0,4701 1 0,3767
R’ 0,7469
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 52,1824 5,7980 3,28 0,0391
Residuos 10 17,6850 1,7685
Total 19 69,8675
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Apéndice 9 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o teor de glicose no vinho

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 0,01771
Tempo (L) -0,0192 0,0141 1 0,2027
Temperatura (L) -0,0035 0,0141 1 0,8092
Levedura (L) -0,01084 0,0141 1 0,4599
Tempo (Q) 0,0642 0,0137 1 0,0009
Temperatura (Q) 0,0253 0,0137 1 0,0948
Levedura (Q) 0,0077 0,0137 1 0,5892
Tempo x temperature 0,0015 0,0184 1 0,9367
Tempo x Levedura 0,0207 0,0184 1 0,2864
Temperatura x Levedura -0,0457 0,0184 1 0,0324
R’ 0,7715
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 0,09170 0,01019 3,75 0,0256
Residuos 10 0,02716 0,00271
Total 19 0,1188
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Apéndice 10 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para crescimento celular no vinho.

Coeficientes Erro padréo GL p valor

de regressdo
Média 182,774
Tempo (L) -11,334 12,4967 1 0,3858
Temperatura (L) -24.617 12,4967 1 0,0772
Levedura (L) -49,554 12,4967 1 0,0027
Tempo (Q) -6,675 12,1636 1 0,5952
Temperatura (Q) 9,036 12,1636 1 0,4746
Levedura (Q) 9,413 12,1636 1 0,4569
Tempo x temperature -12,719 16,3286 1 0,4541
Tempo x Levedura 9,336 16,3286 1 0,5801
Temperatura x Levedura 19,756 16,3296 1 0,2541
R’ 0,7089
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 51939,49 5771,05 2,71 0,0685
Residuos 10 21329,75 213297
Total 19 73269,25
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Apéndice 11 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para a porcentagem de etanol no

destilado

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressao
Média 99,57
Tempo (L) -0,2820 0,1003 1 0,0184
Temperatura (L) 0,0360 0,1003 1 0,7271
Levedura (L) 0,0039 0,1003 1 0,9701
Tempo (Q) -0,5218 0,0976 1 0,0003
Temperatura (Q) -0,0722 0,0976 1 0,4764
Levedura (Q) -0,1945 0,0976 1 0,0743
Tempo x temperature -0,4714 0,1310 1 0,0049
Tempo x Levedura 0,4351 0,1310 1 0,0077
Temperatura x Levedura 0,4181 0,1310 1 0,0096
R’ 0,8795
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 10,02 1,11 8,11 0,0015
Residuos 10 1,37 0,13
Total 19 11,39

Apéndice 12 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para a porcentagem de metanol no

destilado

Coeficientes Erro padrao GL p valor

de regressdo
Média 0,0205
Tempo (L) 0,1240 0,0395 1 0,0105
Temperatura (L) -0,0633 0,0395 1 0,1398
Levedura (L) 0,0046 0,0395 1 0,9094
Tempo (Q) 0,1384 0,0384 1 0,0048
Temperatura (Q) 0,0309 0,0384 1 0,4394
Levedura (Q) -0,0350 0,0384 1 0,3842
Tempo x temperature -0,0550 0,0516 1 0,3115
Tempo x Levedura 0,0327 0,0516 1 0,5398
Temperatura x Levedura -0,022 0,0516 1 0,6788
R? 0,7441
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 0,6193 0,0688 3,23 0,0409
Residuos 10 0,2129 0,0213
Total 19 0,8323
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