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RESUMO

Neste trabalho fez-se uma avaliacdo da utilizacdo da batata-doce como substrato para a produgéo
de uma bebida destilada. No sentido de promover uma alternativa tecnologicamente viavel,
tracou-se um planejamento experimental que minimizasse as operacdes de preparo, definindo as
condi¢cdes mais adequadas para o processo fermentativo. A batata-doce do tipo Brazilandia Roxa
foi caracterizada e a partir desta matéria-prima foram produzidos 100 kg de farinha. Os ensaios
para a producdo de hidrolisados utilizando farinha batata-doce, foram estudados utilizando um
planejamento experimental fatorial completo 22 com duas variaveis independentes (as enzimas
alfa-amilase e amiloglucosidase). O hidrolisado obtido foi utilizado seguindo um planejamento
experimental completo 2° com pontos centrais e axiais, sendo que as variaveis independentes
foram a concentracdo de acgucares redutores, concentracdo de leveduras viaveis e temperatura da
fermentacdo e o0s compostos secundarios alcool isoamilico, n-butanol, terc-butanol, &lcool
butirico, isopropanol, acetato de etila, metil éster, acetonitrila, acetaldeido, benzaldeido,
hidroximetil furfural, butiraldeido, valeraldeido, heptaldeido, formaldeido, acetona e butanona. As
variaveis independentes foram quantificadas por cromatografia liquida e gasosa. Foram testadas
em planta piloto as condicdes: concentracdo de levedura em nimero de células viaveis 1 x 10°,
acUcares redutores 13,5% e temperatura 34°C. A sazonalidade da matéria seca foi significativa
para esta cultivar Brazilandia roxa, durante o periodo amostrado (outubro 2006 — fevereiro 2007).
Essa variacdo tornou-se um obstaculo para a otimizacdo de um processo industrial baseado na

matéria-prima in natura, sendo necessaria a padronizacdo da matéria-prima, e neste sentido foram



testadas algumas técnicas de secagem e moagem. Verificou-se que a farinha de batata doce foi a
melhor forma de utilizacdo desta matéria-prima como substrato nos processos. Foram obtidas
suspensdes com 18% de matéria seca. As concentracdes de enzimas para um melhor rendimento
no processo de hidrolise deste substrato foram com a utilizagdo de a-amilase na etapa de
dextrinizacdo a 0,5 g.kg™ de matéria seca seguida da aplicacdo de enzima amiloglucosidades na
etapa de sacarificacdo de 2 g.Kg™ matéria seca. A anélise dos dados permitiu indicar que as
melhores condi¢des de fermentacdo dentre as condicOes testadas foram: concentracéo de leveduras
5 X 10" — 1 x 10® em ntmero de células viaveis, agticares redutores totais de 12,5 — 13,5 % e
temperatura entre 33 -34°C.No destilado de batata-doce obtido foram encontrados acetato de etila,
alcool butirico, iso-propanol e iso-amilico, ndo foi detectada a presenca de aldeidos. As

concentragdes destes compostos secundarios estdo dentro dos limites permitidos pela legislagéo.
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SUMMARY

In this work, the use of sweet potato as a substrate for distilled beverage production was evaluated.
In order to provide a technologically viable alternative, the experimental design was developed to
minimize the preparation procedures, defining the most suitable conditions for the fermentation
process. Sweet potato type “Brazilandia Roxa” was characterized and from such raw material 100
kg flour was produced. The assays for hydrolysate production using sweet potato flour involved a
22 complete factorial design including two independent variables (the enzymes alpha-amylase and
amyloglucosidase). The obtained hydrolysate was employed by following a 2° complete
experimental design including central and axial points, and the independent variables were
reducing sugar concentration, viable yeast concentration and fermentation temperature, besides the

secondary compounds isoamyl alcohol, n-butanol, tert-butanol, butyric alcohol, isopropanol, ethyl



acetate, methyl ester, acetonitrile, acetaldehyde, benzaldehyde, hydroxymethylfurfural,
butyraldehyde, valeraldehyde, heptaldehyde, formaldehyde, acetone and butanone. The
independent variables were quantified through liquid and gas chromatography. A pilot plant was
used to test the following conditions: yeast concentration as number of viable cells 1 x 10°,
reducing sugars 13.5% and temperature 34°C. Dry matter seasonality was significant for this
cultivar “Brazilandia roxa” during the sampling period (October 2006 — February 2007). Such
variation became an obstacle to optimize an industrial process based on raw material “in natura”,
requiring the raw material standardization; thus, some drying and grounding techniques were
tested. Sweet potato flour was the best form of using such raw material as substrate in the
processes. Suspensions with 18% dry matter were obtained. The enzyme concentrations for a
better yield in the hydrolysis process of this substrate were a-amylase in the dextrinization phase
at 0.5 g.kg™ dry matter followed by amyloglucosydases in the saccharification phase at 2 g.Kg™
dry matter. Data analysis indicated that the best fermentation conditions, among those tested,
were: yeast concentration 5 X 10" — 1 x 10% as number of viable cells, total reducing sugars 12.5 —
13.5 % and temperature 33 — 34°C. In the obtained sweet potato distilled spirit, ethyl acetate,
butyric, iso-propanol and iso-amylic alcohol could be found but aldehydes were not detected. The

concentrations of these secondary compounds are within the limits allowed by law.



1 INTRODUCAO

A cultura da batata doce € muito popular, sendo cultivada em todas as regides do pais,
embora seja utilizada pouca tecnologia nesta cultura, seus indices de produtividade tem
aumentado, principalmente por ser uma cultura muito simples e de facil manuseio na pés-colheita.
Este fato, aliado ao conhecimento do processo de hidrolise enziméatica dos amidos em acgucares
fermentesciveis, permitindo obter um processo seguro e acessivel, propiciando a transformacéo
desta mateéria-prima numa bebida destilada. Entretanto, o alicerce desta nova proposta necessita de
embasamento tecnologico especifico, pois assim como no mercado da aguardente de qualidade, as
possibilidades de comercializacdo e exportacdo estdo cada vez mais exigindo que o processo de
fabricacdo seja baseado em préticas criteriosamente determinadas para a obtencdo de um produto
padronizado. (CARDOSO, 2001)

Hoje em dia existe uma tendéncia crescente do mercado consumidor de alto poder
aquisitivo, independente de sua nacionalidade, em adquirir produtos naturais e ou organicos.
(CARDOSO, 2001) Ha ainda indicativos de que a melhoria da qualidade da aguardente resultaria
em uma melhor acolhida do produto, ndo s6 pelos consumidores, mas também por parte dos atuais
ndo consumidores. (HORII, BOZA, 1998)

Dentro deste contexto, vislumbram-se uma série de oportunidades para a producdo de
destilados de outras matérias-primas, como a batata-doce, o que beneficiaria ndo s6 os produtores
rurais, como incrementaria toda a cadeia produtiva da batata-doce, pois sua industrializagdo

resultaria num produto de elevado valor agregado.



O objetivo deste trabalho foi avaliar a batata-doce como substrato na producdo de um
destilado alcoodlico, visando analisar a producdo de compostos secundarios e estabelecer as
melhores condigdes para producgdo piloto de um destilado de fermentado de farinha de batata-

doce, hidrolisada enzimaticamente.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Breve historico sobre bebidas alcoolicas

O ser humano sempre ingeriu bebidas alcodlicas, principalmente em festas rituais,
religiosas ou ndo. Os povos criaram bebidas alcoolicas a sua maneira, seja 0 cauim, bebida dos
indios brasileiros, a partir da mastigacdo de mandioca ou milho que era depositada e fermentada
em vasilhames; seja a cerveja, vinho ou, a partir do século XV, com maior intensidade, 0s
destilados. Ndo ha uma origem precisa, porém analises quimicas de depdsitos residuais no fundo
de um jarro encontrado em um sitio neolitico iraniano datado de 5.500 a.C. comprovam que as

bebidas alcodlicas, principalmente as cervejas, sdo muito antigas. (UNICA,2005)

A destilacdo do alcool era pouco conhecida até fins do século XVI. Especula-se que
tenham sido alquimistas arabes, no século X, os descobridores dos segredos da destilacdo do
alcool, provavelmente em regides produtoras de bebidas fermentadas de produtos amilaceos. O
nome dado ao produto italiano era “agua-da-vida”, acquavite em italiano, eau-de-vie em francés,
acqua ardens em grego. (PATARO et. al., 2002)



Tabela 1 - Bebidas destiladas mais conhecidas.

Bebida destilada Matéria-prima utilizada Processo

Soju Cereais e batata-doce Destilacdo

Vodca Batatas ou mistura de cereais  Destilacdo e filtragem em carvao vegetal
Cachaca Cana de agucar Destilacdo

Rum Cana de agucar Destilagdo / envelhecimento em carvalho
Uisque Milho, malte ou centeio Destilagdo

Brandy Vinho ou mistura de frutas Destilagdo/ envelhecimento em madeira
Tequila Planta do género agave Destilacdo

Conhaque e Armagnac  Vinho. Destilagdo

Kirsch cereja Destilacdo

Grappa e a bagaceira bagaco da uva Destilacdo

Fonte:Pigott,(2003)

Na Itélia o destilado de uva ficou conhecido como graspa; na Alemanha como Kirsch,
destilado de cereja; uisque destilado da cevada sacarificada produzida na Escécia, vodca destilado
de centeio produzido na RUssia, entre outros. (CANTAOQ, 2006)

Na América do Sul, os indios brasileiros ja utilizavam bebidas alcodlicas antes da
chegada dos portugueses. Sabe-se que os amerindios desconheciam o processo de destilacdo, mas
as bebidas eram produzidas pela fermentacdo de mostos de caju, mandioca, banana da terra,
milho, ananas, batata, jenipapo e mel de abelhas. Iniciavam o processo com a mastigacao prévia
dos frutos ou raizes usados como matéria-prima. (CASCUDO, 1983; IHDE, 1984)

2.2 Bebidas destiladas

A producdo de bebidas alcodlicas baseia-se na transformacéo dos aglcares contidos em
certos produtos, sobretudo frutas e cereais, em alcool etilico e didéxido de carbono, devido a agédo
de determinadas leveduras que catalisam a reacdo bioquimica. O produto final pode ser consumido
apos tratamento mais simplificado de separacdo, como vinho, cervejas, cidras e outros, ou por
processos de destilacdo onde sdo obtidos, por exemplo, a aguardente, uisque, vodca e outras

bebidas fermento destiladas.

A principal diferenca da bebida destilada (uisque, aguardentes, conhaque, vodca) para a

bebida fermentada (vinho e cerveja) é o teor alcodlico; sendo que as destiladas contém um teor



alcodlico mais elevado devido ao processo de concentragdo que ocorre com a destilacdo. Todas
bebidas destiladas tem origem num processo de fermentacéo.

As bebidas destiladas, elaborados com alcoois podem ser divididas em trés grupos
principais: a) as aguardentes, obtidas a partir da destilacdo de frutas, cereais ou da cana-de-agucar.
Sdo as mais famosas: uisque, conhaque, vodca, rum, aguardentes de cana. (PIGGOTT, 2003); b)
os licores, bebidas geralmente acucaradas, a qual se adicionam diversos principios aromaticos que
sdo destilados em alambique. Muitos deles sdo fabricados h4 muito tempo e suas férmulas
cuidadosamente guardadas. Destacam-se: o Chartreuse, o Benedictine, o Gran Marnier; c) e 0s
aperitivos preparados pela destilacdo e/ou adicdo de alcool e mistura de diversas substancias
aromaticas e ervas, e sdo tomadas geralmente antes de refeigdes para “abrir” o apetite. Entre elas,

destacam-se: vermutes, quinados, biters, amaros. (UNICA, 2005)
2.2.1 Bebidas destiladas derivadas de fontes amilaceas

Na producdo de uma bebida utilizando-se o amido como fonte de carbono, é necessario o
processo de hidrolise deste para obtencao de glicose, maltose e outros agucares assimilaveis, uma
vez que este ndo é assimilado diretamente pelo metabolismo dos microorganismos em geral.
(SUMERLY; ALVAREZ, 1997)

Muitas bebidas sdo produzidas a partir de substrato amilaceo utilizando o processo de
hidrolise, antes da fermentacdo do mosto. O soju, que é um destilado feito com gréos de cereais

com batata doce e possui um indice alcoolico que varia de 25 a 35 % V/v.

Tabela 2 - Comparativo entre o soju destilado e diluido

Divisdo Soju Destilado Soju Diluido
Materiais crus Cereais (arroz, trigo, cevada,etc) Cereais, batata doce,
Alcool-prova 30~35% 21~30%

Cheiro Forte Fraco

Maneira destilada  Destilacdo Gnica (modo tradicional) Destilacdo e diluicdo ou dupla
destilacdo e diluicdo
Impurezas Poucas Nenhuma
Informacéo de http://www.jinro.co..kr




Tradicionalmente, o soju era feito de arroz pré-cozido e atualmente produzido mais
comumente a partir da batata doce e apresenta-se na forma diluida, tornando-se o destilado

coreano mais popular e barato (HAN, 2004)
2.3 Matéria-prima : Batata-doce

A batata-doce ( Ipomoea batatas L. (Lam.)) é originaria da América Central e do Sul,
sendo encontrada desde a Peninsula de Yacatam, no México, até a Coldmbia.

Trata-se de uma horticula tipicamente tropical e subtropical, rdstica, de facil manutencéo,
boa resisténcia contra a seca e ampla adaptagdo. (MIRANDA et. al.,1995)

Pertencente a familia das convolvulaceas, do género Ipomoea e a espécie Ipomoea
batatas L., € uma planta de constituicdo herbacea, rastejante verde ou arroxeada; chega a alcancar
de 3 a 5 m de comprimento. Suas raizes sdo tuberosas e variam de forma, tamanho e coloracéo,
conforme a cultivar e 0 meio ambiente em que sdo  produzidas.
Por ser uma planta natural de regides quentes, essa cultura requer temperaturas elevadas durante

todo o ciclo vegetativo.

A batata-doce possui a raiz de reserva ou tuberosa, que constitui a parte de interesse
comercial e raizes absorventes, responsaveis pela absorcdo de agua e extracdo de nutrientes do
solo. As raizes tuberosas se formam desde o inicio do desenvolvimento da planta sendo facilmente
identificadas pela maior espessura, pela pouca presenca de raizes secundarias e por se originarem
dos nos (SILVA; MAGALHAES, 2002).

E uma lavoura muito popular e apreciada em todo o pais, estando colocada em quarto

lugar entre as hortalicas mais consumidas pela populacao brasileira. (SILVA,2004)

As vantagens comparativas e o impacto da utilizacdo da batata doce na agroindustria, em
relacdo aos seus principais competidores como o milho e a mandioca, reside no baixo custo de
producdo, associado a alta produtividade de matéria seca. Entretanto, todo esse potencial ndo é

aproveitado e seu cultivo se restringe ao nivel de subsisténcia. (RITSCHEL et al., 1999)

Para Silva, (2004) o cultivo de hortalicas em pequena escala em geral € uma atividade
maltipla de producdo agricola, que geralmente € exercida com pouco uso de tecnologia e sem

orientacdo profissional, resultando em baixos indices de produtividade e a baixa qualidade dos



produtos. A batata-doce ao longo do tempo tem sido cultivada de forma empirica pelas familias
rurais, em conjunto com diversas outras culturas, visando o consumo proprio, principalmente na

primeira refeicdo diéria, utilizada na forma de raizes cozidas, assadas ou fritas.

A venda desta horticula para 0 consumo apresenta uma quebra de producdo da ordem de
40% referente a desclassificagdo das raizes, por ndo apresentarem caracteristicas morfolégicas
compativeis com a exigéncia do consumidor, do produto in natura. (CAMARGO FILHO, et
al.,2001)

Como consequéncia de indices de baixa produtividade e qualidade, além de boa parte do
consumo estar sendo substituido pelo pdo e por hortalicas de mais facil preparo e de maior
atratividade, como batata, cenoura e tomate, houve nos ultimos anos uma forte queda na producéo
brasileira de batata doce. Esses valores s&o evidenciados nas ultimas decadas conforme
demonstram os dados da FAO (2001). Contudo observa-se que, mesmo sendo poucas as
tecnologias aplicadas nesta cultura, seu indice de produtividade vem crescendo e os dados

estatisticos apontam a batata doce como a sexta cultura mais plantada no pais. (SILVA, 2004)

No que tange a eficiéncia em quantidade de energia liquida, produzida por unidade de
area cultivada e por unidade de tempo, esta horticula deixa para trés culturas consagradas como
arroz, banana, milho e sorgo. Produz grande volume de raizes num ciclo relativamente curto, a um
custo baixo e durante o ano inteiro. (CAMARGO FILHO et. al.,2001)

No mundo a batata-doce ocupa o sétimo lugar em volume de producéo, mas é a décima
quinta em valor de producdo, indicando ser universalmente uma cultura de baixo custo de
producdo. (FAO, 2001)

Apesar de ser cultivada em 111 paises, é na Asia que se concentra a maior parte da
producdo mundial cerca 90%, seguida pela Africa com 5% e no restante do mundo o0s outros 5%.
Apenas 2% da producdo estdo em paises industrializados como os Estados Unidos e Japao.
(WOOLFE, 1992; FAO, 2001)

No Brasil, o investimento nesta cultura é muito baixo, e esta vinculado ao errbneo
conceito de que, gastando-se o minimo, qualquer que seja a producdo da cultura constitui um
ganho extra. Porém sem investimento tecnoldgico, a lucratividade da cultura é baixa, pois gera um

produto de pouca qualidade, ndo agradando o mercado consumidor. (SILVA, 2004)



H& um antagonismo quando se comparam 0s custos de producdo e os indices de
produtividade, evidencia a caréncia de uma cadeia produtiva estruturada que possibilite um canal

seguro de comercializag&o.
2.3.1 Composicao quimica

A composicdo quimica das raizes da batata-doce revela que esta hortalica é rica em
carboidratos (amido principalmente), com teores de 13,4 a 29,2% e acucares redutores de 4,8 a
7,8% em raizes frescas. Contém ainda boa quantidade de vitamina A, além de vitaminas do
complexo B (tiamina, riboflavina e &cido nicotinico) e agua (59,1 a 77,7%). Apresenta baixos
teores de proteinas (2,0 a 2,9%) e de gorduras (0,3 a 0,8%). Como fonte de minerais, a batata-doce
fornece, em cada 100 g, os seguintes teores: calcio (30 mg), fosforo (49 mg), potassio (273 mg),
magnésio (24 mg), enxofre (26 mg) e sodio (13 mg). (EMEPA, 2004) Os sais minerais e as
vitaminas contidas na batata doce suprem essas necessidades nutricionais, dispensando o uso de

aditivos.

A batata-doce apresenta um pigmento, o beta-caroteno, e outros, carotenos e xantofilas,
presentes em quantidades menores. Quando as batatas-doces s@o processadas ou seus produtos
estocados em ambientes com grande concentracdo de oxigénio, ocorre a perda de caroteno.
(BOUWKAMP, 1985)

As raizes recentemente retiradas do solo possuem normalmente baixo teor de solidos
soluveis que tendem a aumentar durante o armazenamento devido a acao das enzimas amiloliticas
(RUIZ, 1984). A batata-doce na colheita contém entre 16 e 40% de massa seca. Desta massa 75 a
90% sdo carboidratos compostos por acucar, celulose, pectina e hemicelulose. (BOUWKAMP,
1985)

Durante o processo de armazenamento, devido a presenca de enzimas amiloliticas, parte
deste amido se converte em agUcares soluveis, resultando em 13,4 a 29,2% de amido e de 4,8 a
7,8 % de acUcares totais redutores (MIRANDA et al, 1995). Esta caracteristica é de suma
importancia para a utilizacdo da batata doce como matéria-prima na producdo de uma bebida

fermento-destilada, pois facilita o processo de hidrélise do amido.



Segundo Ribeiro et al (1987), as células de leveduras apresentam necessidades
nutricionais durante o processo fermentativo, os quais influenciam diretamente no crescimento e

multiplicagdo celular além da eficiéncia da transformacao de agucar em alcool.
2.4 Enzimas Amiloliticas

A hidrolise da molécula de amido quebra as ligacdes glicosidicas progressivamente,
gerando cadeias mais curtas de dextrina, maltose e glicose. No processo de hidrélise, além de
agua, ha necessidade de agentes quimicos ou enzimaticos capazes de catalisar a quebra das
ligagdes glicosidicas, além da temperatura. (SUMERLY ; ALVAREZ, 1997)

Durante a hidrolise do amido eliminam-se gradualmente as unidades de glicose da
extremidade da molécula do substrato. A velocidade de hidrolise depende do tipo (linear ou
ramificada) e da extensdo da cadeia: as ligacbes a-1,4 se hidrolisam mais facilmente que as
ligagbes a-1,6, porém a maltotriose, e especialmente a maltose hidrolisa-se mais lentamente que
os oligossacarideos. (SUMERLY; ALVAREZ, 1997)

As enzimas que quebram indiferentemente as ligacbes glicosidicas no interior da
molécula sdo chamadas de endoenzimas (o-amilase, pululanase). Por outro lado, sdo chamadas de
exoenzimas (B-amilase, amiloglucosidase, CGTase) aquelas que hidrolisam a molécula a partir de

uma extremidade ndo redutora.

Existem ainda as enzimas "desramificantes": R-enzima, amilo-1,6-glucosidase, pululanase,
isoamilase e oligo-1,6-glucosidase. Estas enzimas sdo capazes de hidrolisar as ligagdes a(1-6) do
amido e possuem caracteristicas e especialidades diferentes. A agdo sinérgica da o-amilase e
amiloglucosidase no processo de hidrdlise vem sendo estudada por diversos pesquisadores em
amidos de diferentes origens. (GRAEL, 1989).

Todas as a-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, 1989)

A amiloglucosidase € uma enzima sacarificante utilizada para produzir glicose a partir do

amido, hidrolisando ligac@es do tipo a-1,4 e a-1,6. A acdo da amiloglucosidase é lenta no ataque



inicial & amilose, pois sendo uma exoenzima, sO atua a partir da extremidade ndo-redutora e ndo

penetra no interior da estrutura helicoidal da amilose (FUGII et al., 1988).

Durante a hidrolise do amido, eliminam-se gradualmente as unidades de glicose da
extremidade da molécula do substrato. A velocidade de hidrolise depende do tipo (linear ou
ramificada) e da extenséo da cadeia sendo que as liga¢des a-1,4 se hidrolisam mais facilmente que
as ligacbes a-1,6, porém a maltotriose, e especialmente a maltose hidrolisa-se mais lentamente

que os oligossacarideos.

Estudos sobre o efeito de hidrélise de amidos originarios de mandioca no perfil de aglcares
e fermentacdo alcoodlica feitos por Abrahm et al. (1987), demonstraram que no método enzima-
enzima definido pelo sistema que utiliza a-amilase seguido por uma amiloglucosidase, 96% dos
acucares totais presentes no hidrolisado era glicose, teor superior ao obtido pelo método acido-
enzima definido pelo sistema que utiliza catalisador acido mineral como dextrinizante, seguido por
tratamento com amiloglucosidase (86%). Foram observados pequenos teores de maltose e

maltotriose, tanto no metodo enzima-enzima quanto no acido-enzima.

Segundo Lloyd e Nelson (1984), um hidrolisado com alto teor de glicose apresenta
concentracdo de glicose de 94% em peso e dextrose equivalente de 96,28, pode-se entdo calcular a

concentracdo maxima de conversao a partir do amido.

A dextrose equivalente (D.E) é um indicador do grau de hidrolise do substrato amilaceo
sendo que um hidrolisado com 100 D.E, possui 100% de seus carboidratos na forma de moléculas

de glicose.
2.5 Fermentacao alcodlica

A fermentacdo é uma transformacdo bioquimica provocada num substrato por fermento

Vivo.

As leveduras utilizadas na fabricacdo de bebidas alcodlicas geralmente sdo linhagens de
Saccharomyces cerevisiae. Nas fermentacdes espontaneas, um grande nimero de espécies pode
estar envolvido, com predominancia de S. cerevisiae (REED; NAGODAWITHANA, 1991,
PATARO, 2000)



Segundo Alves (1994), a viabilidade celular é extremamente importante para o

desenvolvimento do processo fermentativo e a toleréncia da levedura ao produto da fermentacéo.

Nas grandes industrias produtoras de etanol sdo usadas leveduras de panificacdo prensadas
e secas, ou leveduras selecionadas, com tolerancia a altos teores de etanol e com boa velocidade
de fermentacdo. (BELLUCO, 2001)

2.5.1 Levedura

Segundo Ribeiro et al. (1987), as células de leveduras apresentam necessidades
nutricionais durante o processo fermentativo, as quais influenciam diretamente na multiplicacdo e
no crescimento celular e também na eficiéncia da transformagdo de aclcar em &lcool. As
leveduras sdo capazes de assimilar mono, di e tri sacarideos e como séo aerobios facultativos, os
produtos finais da metabolizacdo dos agucares irdo depender das condi¢des ambientais em que ela
se encontra. Uma fracdo do acucar é transformada em biomassa, CO, e H,O em aerobiose, a maior
parte é convertida em etanol e CO, em anaerobiose (fermentacdo alcoolica). Juntamente com o
etanol e CO,, 0 metabolismo anaerdbio permite formacédo de glicerol, acidos organicos (succinico,
acetico, piravico e outros), alcoois superiores, aceltaldeidos, acetoina, etc. e simultaneamente

ocorre o crescimento das leveduras.

Segundo Reed e Nagodawithana (1991), as leveduras utilizadas na producdo de bebidas
alcoolicas devem apresentar as seguintes caracteristicas: alta tolerancia ao etanol e bom
rendimento; fermentar rapidamente 0 meio e, portanto, minimizar o risco de contaminacao;
produzir a melhor concentracdo e balanco de compostos secundarios desejaveis. Russel et al.
(1987) acrescentam ainda que as leveduras devem apresentar estabilidade genética e ao fim da
fermentacdo podem ser facilmente removidas do meio de fermentacdo por floculacdo ou

centrifugacao.



Tabela 3 — Proporcdo dos diversos produtos da fermentacdo alcodlica, em g/100g de glicose

metabolizada, de acordo com vaérias fontes e para diferentes eficiéncias fermentativas.

Produto da Pasteur Jackman, 1987 Basso et al. 1996

fermentacao 95% 90 -95% 85-92%
Etanol 48,5 45,0-49,0 43,0-47,0
Gas carbdnico 46,4 43,0-47,0 41,0-45,0
Glicerol 3,3 2,0-5,0 3,0-6,0
Acido succinico 0,6 0,5-1,5 0,3-1,2
Acido acético - 0,0-1,4 0,1-0,7
Oleo fasel - 0,2-0,6 -
Butilenoglicol - 0,2-0,6 -
Biomassa (massa seca) 1,2 0,7-1,7 1,0-2,0

Fonte: LIMA, (2001)

2.5.2 Necessidades nutricionai

S

Entre as necessidades nutricionais das leveduras, assim como a outras formas de vida,

estdo os elementos quimicos: carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, fdésforo, potassio,

enxofre, magnésio, ferro, zinco, etc., alem de co-fatores para o crescimento como as vitaminas.

Especificamente a Saccharomyces cerevisiae cresce melhor em meios acidos (pH 4,5 - 5,0) e

numa faixa de temperatura (30 a 34°C).

Tabela 4 — Concentracdo de nutrientes minerais no mosto para se obter uma fermentacédo

alcoolica adequada.

Nutricdo mineral Concentracéo Nutriente mineral Concentracao
(mg.L™) (mg.L™)

NH," 40-590 Co™ 3,5

P 62-560 Zn" 0,5-10

K 700-800 Cu™ 7

Ca™* 120 Mn™* 10-80

Mg™ 70-200 Fe™ 0,2

SO4" 7-280

Na"* 200

Fonte: LIMA (2001).



2.5.3 Fatores que interferem a fermentagéo

Vérios sdo os fatores que interferem na qualidade das bebidas alcodlicas destiladas, a
matéria-prima, fermentacdo, o método de conducdo do processo fermentativo, destilacdo,
envelhecimento, dentre outros. Entretanto, as leveduras e as condi¢des de fermentacdo tém sido
apontadas como os fatores que mais influenciam o sabor das bebidas alcodlicas pois, é durante a
fermentacdo que a maioria dos compostos do sabor sdo formados (SUOMALAINEN;
LEHTONEN, 1979; LEHTONEN; JOUNELA-ERIKSOSON, 1983).

Salientam-se ainda as varidveis que exercem efeito significativo sobre o rendimento ou
eficiéncia da fermentacdo: a qualidade da matéria-prima, as condicGes fisioldgicas do indculo e
fatores ambientais como pH, nivel inicial de contaminantes, temperatura, concentracdo do
substrato no mosto, composicao nutricional do mosto e concentracdo do alcool produzido (HORII,
1978).

2.6 Compostos volateis

Numa fermentacdo bem sucedida praticamente todo o agucar é transformado em etanol,
havendo uma pequena porcentagem na converséo de subprodutos. Organolepticamente, as bebidas
sdo facilmente distinguidas umas das outras, ainda que os métodos analiticos revelem semelhancas
na sua composicdo quimica, a diferenca estd nas quantidades destes compostos.
(SUOMALAINEN; LEHTONEN,1979).

Estudos indicam que cerca de 13000 compostos volateis ja foram identificados em bebidas
alcoolicas e muitos destes ja tiveram o seu limiar de odor e descricdes de aromas relatados.
(NYKANEN,1986; NOBREGA,2003)

Nobrega (2003) identificou em amostras de aguardente de cana cerca de 100 compostos
volateis com namero de carbonos que variavam de 5 a 18 presentes nas bebidas destiladas, através
de analises de cromatografia por “headspace”. Suomalainen (1971) ja havia relatado esse mesmo
nimero de compostos volateis descrevendo ainda que as mesmas substancias estdo presentes na

fracdo de componentes do aroma em cervejas, vinhos e bebidas destiladas.



Braxos

Figura 1. Vias basicas para formagdo dos compostos do sabor durante a fermentacao.
Fonte: Berry (1995)

Durante o processo de fermentacdo alcoolica ocorre a quebra dos agUcares contidos no
mosto para a formacdo de alcool etilico e dioxido de carbono. Além desses, ha normalmente a
formacdo de pequenas quantidades de outros componentes, 0s quais recebem a denominacao de
produtos secundarios da fermentacdo alcodlica, estes compostos sdo 0s principais responsaveis
pelo sabor caracteristico destas bebidas. (JANZANTTI, 2004)

O sabor e o aroma das bebidas alcoolicas ocorrem devido a presenca de inimeros
compostos organicos volateis e ndo volateis. Sdo esses compostos organicos que tornam a
aguardente de cana diferente de uma simples solucdo alcodlica, sendo os responsaveis pelo seu
aroma e sabor caracteristicos (CARDOSO, 2001).

Os compostos secundarios que podem ser chamados de compostos volateis ou de
congéneres, e estes diferem e definem as caracteristicas das bebidas fermento-destiladas, sendo,
portanto, determinantes na sua qualidade. (JANZANTTI, 2004)



O aroma de um alimento ou bebida pode ser explicado pela ocorréncia de compostos
quimicos com caracteristicas de volatilidade, a qual permite que tais compostos sejam percebidos
pelos receptores nasais, tanto durante a degustacdo como pelo odor exalado a distancia.
(Mottram,1993) Diferentemente do paladar através do olfato é possivel detectar e diferenciar
milhares de compostos volateis em maior ou menor escala. Isso depende de vérios fatores como a
estrutura quimica do composto volatil e a interacdo deste com sua matriz alimenticia, sendo estas
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caracteristicas dentre outras responsaveis pelo valor limiar de odor (limiar de detec¢dao ou
thresold”). (BELITZ ; GROSCH,1999)

Segundo Nébrega (2003), o etanol devido ao seu valor de limiar de odor “ threshold”,
elevado e sua caracteristica de aroma pouco marcante, é provavelmente um dos componentes
volateis de menor destaque na definicdo ou caracterizacdo do aroma nas bebidas alcoolicas. No
entanto uma parcela significativa dos compostos volateis possui grande impacto na qualidade do
aroma das bebidas alcoodlicas, por possuirem um limiar de odor mais baixo.

Os componentes volateis do vinho possuem diferentes graus de volatilidade, sendo
possivel sua separacao através da destilagdo. Assim, os componentes mais volateis sdo recolhidos
na primeira fracdo do destilado, denominado “cabeca”, e os menos volateis nas fracdes finais,
“cauda”. A parte nobre estd na porcdo intermediaria ou “coracdo”, sendo constituida
principalmente de fracGes medianamente volateis (YOKOYA, 1995).

No caso de bebidas destiladas estes compostos organicos sdo formados através de rotas
quimicas ou bioquimicas durante e ap0s a fermentacéo alcodlica e podem ser divididos em grupos
de acordo com sua natureza quimica. Dentre 0s compostos organicos volateis produzidos por estas
vias, incluem-se os ésteres, aldeidos, alcoois superiores, cetonas e hidrocarbonetos. (NYKANEN;
NYKANEN, 1991)

2.6.1 Aldeidos

A porcdo mais volatil das bebidas alcoolicas sdo preponderantemente formadas por
compostos carboxilicos tais como diacetil e aldeidos. Os compostos carboxilicos possuem um
papel importante no desenvolvimento de sabores. (OLIVEIRA,2001)

Os aldeidos com até oito atomos de carbono, possuem um “threshold” muito baixo,

apresentando aromas penetrantes e enjoativos e por isso sendo indesejaveis em bebidas destiladas;



sdo os chamados “off-flavours” (BERRY, 1995). Os aldeidos com mais de dez atomos de carbono,
apresentam aroma agradavel. (MAIA, 1994)

Os aldeidos sdo co-produtos normais da fermentacdo alcodlica e a formacéo desse tipo de
composto € resultado da acdo de leveduras durante os estagios preliminares do processo
fermentativo. Por isso um grande nimero de aldeidos tem sido identificado nas bebidas alcodlicas,
mas o principal aldeido relacionado a fermentacdo alcoodlica é o acetaldeido.(MAIA,1994)

Outro aldeido importante em bebidas destiladas é a acroleina (2-propenal), formada pela
desidratacdo do glicerol durante a destilacdo; sua presenca em aguardente é indesejavel devido ao
seu odor penetrante e propriedades lacrimogénicas, sendo responsavel pelo sabor apimentado
(“peppery smell”) em uisques. (OLIVEIRA,2001)

Alcool e acetaldeido reagem lentamente para formar acetal, um composto com odor um
tanto pronunciado, € 0 composto encontrado com maior quantidade dentre o0s
acetais.(NYKANEN; NYKANEN,1977)

2.6.2 Alcoois superiores

Na constituicdo de compostos de sabor das bebidas destiladas, os alcoois superiores
constituem o maior grupo dentre os compostos volateis sob o aspecto quantitativo influenciando
significativamente nas caracteristicas do sabor das bebidas. Agem ainda como solventes sobre
outras substancias aromaticas, interferindo no grau de volatilidade e conseqlientemente nos seus
thresoulds. Conferem corpo a bebida, além de alguns esterificarem durante o envelhecimento,
formando ésteres aromaticamente mais agradaveis. Os alcoois superiores destilam juntamente com
0s ésteres, devido as suas propriedades fisicas em relacdo ao alcool etilico e a agua.(
JANZANTTI, 2004)

O processo de formacdo dos alcoois superiores ocorre durante o processo fermentativo,
através do metabolismo de aminoacidos e proteinas presentes no mosto, e também como produto
secundario do metabolismo de carboidratos. Estas rotas ocorrem simultaneamente na fermentacéo,
podendo ainda surgir da reducdo de aldeidos a alcoois superiores atraves das leveduras. (BERRY,
1995)

Através do metabolismo de aminoéacido pode-se explicar a formacao dos principais alcoois

superiores, como o alcool d-amilico a partir da d-leucina, o alcool isoamilico a partir da I-leucina e



o &lcool isobutilico a partir da valina, os quais apresentam odores caracteristicos freqlientemente
encontrados em bebidas. (YOKOYA, 1995).

O excesso de compostos nitrogenados, adicionados na suplementacdo do mosto, pode
resultar no incremento anormal de aminoacidos e conseqiiente aumento dos teores de alcoois
superiores, podendo assim a bebida ultrapassar o limite legal para esta classe de compostos. A
adicdo de ions amdnio no meio de fermentacdo pode também bloquear a sintese de alcoois a partir
de carboidratos.(JANZANTTI, 2004)

Os principais alcoois superiores produzidos pelas leveduras sdo os alcoois alifaticos, n-
propanol, isobutanol, &lcool amilico, &lcool isoamilico e os alcoois aromaticos hexanol e 2-
feniletanol. (OLIVEIRA, 2001)

Com o aumento do numero de carbonos, o aroma se modifica substancialmente e os
alcoois tornam-se oleosos; sdo os chamados alcoois fuseis que exercem uma grande influéncia no
sabor das bebidas destiladas. O termo fusel se refere ao gosto e aroma de queimado destes alcoois.
Llisto e Souza (1978) relatam que grandes quantidades de 6leo fasel diminuem o valor comercial
e a qualidade das aguardentes, e que o teor dos alcoois superiores normalmente deve acompanhar
proporcionalmente os ésteres numa aguardente de boa qualidade.

Os principais alcoois superiores encontrados nas aguardentes sdo o amilico, isoamilico,
propilico, isopropilico e butilico. Os alcoois hexilico, heptilico e octilico sdo presentes em
minimas quantidades. A formacéo de alcoois superiores € maior quando a fermentacao ocorre com
leveduras de baixa atividade (LIMA, 1964).No caso de mosto formado por cana de agucar fatores
como alta temperatura, pH baixo do mosto e armazenamento da cana sdo também responsaveis

por altos teores de alcoois superiores.

Relagdes numéricas baseadas nos teores de alcoois superiores tém sido propostas como
critério de diferenciacdo entre as bebidas alcoolicas. As relacdes entre alcool amilico / alcool
isoamilico e propanol / isobutanol ocasionaram um alto grau de diferenciacdo entre bebidas
alcoolicas de diferentes tipos e procedéncias. Estas relacdes tém como objetivo a elucidacdo da
origem, falsificacdo e identidade das bebidas alcodlicas, ndo se aplicando a qualidade das mesmas.
(LISLE et al, 1978)



2.6.3 Esteres

Os ésteres representam o maior grupo de compostos de sabor em bebidas destiladas, sendo
formados durante todo o processo na fermentacdo, destilacio e no envelhecimento da
bebida.(NYKANEN; NYKANEN, 1991)

Por serem compostos volateis que concedem um odor agradavel possuem grande
importancia para o aroma das bebidas alcodlicas, porém as propriedades particulares do aroma
raramente podem ser associadas a um éster especifico. (NYKANEN, 1986). Estes compostos
contribuem no chamado “bouquet” da bebida, o éster etilico, isobutilico isoamilico e os ésteres de
acidos graxos de cadeia curta tém um aroma agradavel de frutas e sdo 0s principais componentes
que interferem na percep¢do do aroma.(SUOMALAINEN;LEHTONEN,1979)

O principal éster encontrado na cachaca é o acetato de etila, obtido pela reacdo entre
pequenas quantidades de etanol e &cido acético, provenientes do processo de fermentacdo (ROSE;
HARRISON, 1970; PIGOTT, 1989). Quando presente em pequenas porcdes, este é responsavel
pela incorporacdo de um aroma agradavel de frutas na aguardente. Por outro lado, em grandes
quantidades, confere a bebida um sabor enjoativo e indesejado (WINDHOLTZ, 1976).

Alguns fatores que influenciam a formacdo de ésteres sdo o tipo e a quantidade de
levedura, a temperatura de fermentacdo, a aeracao, a agitacdo e a composicdo do mosto. A falta de
aeracao ou nitrogénio pode produzir um aumento na formacéo de ésteres. Estudos indicaram que a
maioria dos ésteres é produzida nos Gltimos estagios da fermentacdo, ao contrario dos alcoois que

sdo produzidos abundantemente no inicio. (BERRY,1995)
2.6.4 Acidos organicos

Os acidos organicos volateis contribuem para o aroma das bebidas destiladas, devido ao
seu aroma caracteristico e sdo fixadores de varios compostos aromaticos. Juntamente com 0sS
alcoois superiores conferem corpo a bebida. (LEAUTE, 1990)

Quantitativamente, os acidos organicos sdo expressos na forma de acidez volatil, fixa ou
total, sendo esta ultima a soma das duas anteriores. Os acidos organicos volateis sdo os mais
comuns em bebidas destiladas. (JANZANTTI,2004) Além do &cido acético e lactico, que sdo

subprodutos normais da fermentagcdo alcoolica, estdo presentes os acidos formico, butirico,



propidnico e outros em pequenas quantidades.(AMERINE, et. al,1972; NYANEN, NYANEN
1991) Os &cidos fixos s&o principalmente o tartarico, citrico e malico (NOVAES et al, 1974)

O acido acético, apesar de sua proporc¢do variar extensamente nas diferentes bebidas, na
maioria dos casos corresponde de 60 a 90% da acidez total. (LIMA, 1964; NYKAMEN;
NYKAMEN, 1983) Os 4cidos alifaticos de cadeia ndo ramificada e seus ésteres de etila
constituem o segundo grupo mais abundante de componentes ndo alcoolicos encontrados em
bebidas destiladas.

Segundo Maia (1994), a Sacharomyces cerevisae na presenca de oxigénio pode converter
até 30% do acucar do mosto em &cido acético e na sua auséncia essa levedura produz apenas
pequenas quantidades de &cido acético. Existem ainda os &cidos graxos que sdo produzidos
durante o periodo de aeracdo das leveduras para a formacdo do mosto fermentativo, sendo esses
altamente indesejaveis, porque seu arraste durante a destilagdo acarreta turvacdo e aromas
desagradaveis na bebida (MAIA, 1994; FARIA, 1989).

A acidez de uma bebida destilada é de grande importancia, constituindo um fator de
qualidade, uma vez que durante sua producdo os acidos reagem com o0s alcoois presentes,
aumentando a formacdo dos ésteres, que sdao um dos constituintes responsaveis pelo aroma . O
excesso de acidez promove sabor indesejado e ligeiramente “agressivo” em aguardente de cana,

depreciando a qualidade da bebida (CHERUBIN, 1998).
2.6.5 Outros compostos

O metanol é constituinte naturalmente presente nas bebidas alcoolicas, em quantidades
pequenas em relacdo aos demais componentes. Entretanto, essa afirmacdo diz respeito a maioria
das bebidas, devendo-se dar muita atencdo quando se tratar de bebidas elaboradas de frutas, e a
depender da quantidade de pectinas metoxiladas associada a acdo da enzima pectnametilesterase,
pode ocorrer a formacéo adicional de metanol (BLINDER et al., 1988).

O metanol é um Aalcool particularmente indesejavel na aguardente e é originado da
degradacdo da pectina. A molécula de pectina é um composto formado pela associacdo de
centenas de moléculas de acido galacturénico, que possuem fragmento de moléculas de metanol,
as quais sdo liberadas durante o processo de fermentacdo. A formacdo de metanol é indesejavel

devido a sua alta toxidez. Deve-se evitar, portanto, uma fermentagdo conduzida na presenca de



frutas ricas em pectina, como laranja, maca, abacaxi e outras, pelo fato de aumentarem
acentuadamente a formacéo de metanol (CARDOSO, 2001).

No organismo, o metanol é oxidado a &cido formico e posteriormente a CO,, provocando
uma acidose grave (diminuicdo do pH sanguineo), afetando o sistema respiratorio e podendo levar
ao coma e até mesmo a morte (MAIA, 1994). Sua ingestdo, mesmo em quantidades reduzidas, em
longos periodos de consumo, pode ocasionar cegueira e a morte (WINDHOLTZ, 1976).

A presenca do cobre na bebida provém da constituicdo do material utilizado na construcéo
de alambiques. Este metal contribui para a eliminacdo de determinados odores desagradaveis
observados em aguardentes destiladas em alambiques feitos com outros materiais, como 0 ago
inox. O excesso de cobre pode ser toxico devido a afinidade do cobre com grupos S-H de muitas
proteinas e enzimas. Sua presenga em excesso esta associada a varias doengas, como a epilepsia,

melanoma e artrite reumatoide, bem como a perda do paladar (SARGETELLI, 1996).

2.7 Fatores que influenciam a formacéo e a composi¢do de compostos volateis em bebidas

destiladas

As leveduras e condicbes de fermentacdo sdo apontadas como os fatores que mais
influenciam o sabor das bebidas alcoolicas. Segundo Suomalainen e Nykanen (1966) os mesmos
compostos aparecem como principais componentes nas diversas bebidas alcoolicas,
independentemente da matéria-prima utilizada, evidenciando a importancia das leveduras na
formacdo de sabor das bebidas alcodlicas. Lehtonem e Jounela-Eriksson (1983) relatam que a
natureza e a quantidade dos compostos formados na fermentacdo € grandemente afetada pelas
condicBes de fermentacdo, tais como temperatura e nutrientes no meio de fermentacdo. Alem
disso, a técnica de destilacdo tem um grande efeito no aroma das bebidas, especialmente na sua
composicao quantitativa.

Suomalainen e Nykanen (1966), estudaram a capacidade de leveduras comerciais de
S.cereviseae sintetizar varios compostos de aroma, em meio sintético contendo sacarose como
fonte de carbono, sem adicdo de nitrogénio, e constataram uma grande similaridade entre a
composicdo qualitativa das substancias volateis presentes nos destilados desta fermentacdo com a
dos destilados obtidos na produgdo do uisque de origem escocesa, embora certa diferencas
quantitativas fossem evidentes. Estas similaridades indicam que as leveduras sdo responsaveis

pela maior parte dos compostos produzidos.



Os mesmos autores, em 1971, demonstraram claramente a importancia das leveduras na
formacéo de compostos aromaticos nas bebidas. Quando utilizada a mesma levedura em vinhos de
uva e groselha obtiveram uma composicdo qualitativa semelhante em ésteres, acidos e alcoois e
apenas algumas diferencas quantitativas. Concluiram entdo que as mesmas leveduras produzem os
mesmo componentes de aroma independentemente da matéria-prima.

Reazin et al. (1970) realizaram um experimento usando leucina radioativa na fermentagéo
de uisques e sugeriram que durante as primeiras 8 horas de fermentacdo os alcoois superiores
foram produzidos a partir dos aminoacidos do mosto e apds este periodo a partir de carboidratos.

Guymon (1972) afirma que apds a adi¢do de precursores como 0s aminoacidos leucina,
isoleucina e valina, a quantidade de alcoois isoamilicos, amilicos ativos e isobutilicos formados
durante a fermentacdo, aumentaram, entretanto ndo na proporcao direta da quantidade adicionada.

Anteriormente, Guymon (1961) ja havia demonstrado que condi¢des oxidativas durante a
fermentacdo do vinho de uva favoreciam a producdo de alcoois superiores. Em 1963 Crowelle e
Guymon estudaram a aeracdo vigorosa durante a fermentacdo, observando um aumento
consideravel na formacdo de alcoois superiores, de acetoina e diacetil.

Os mesmos autores relataram ainda que 0s materiais encontrados naturalmente em
suspensdo no meio de fermentacdo aumentam também a producdo de alcoois superiores,
particularmente alcoois isobutilico e isoamilico.

Estudos conduzidos por Berry (1984) na producédo de uisque em pequena escala apontaram
que as condi¢des que favorecem alta taxa de crescimento, como temperatura relativamente elevada
e aeracdo do meio, tendem a estimular a producao de alcoois superiores.

No entanto, os alcoois superiores individuais podem ser manipulados através da alteracao
de quantidade do aminoéacido correspondente no mosto, ou ainda por meio de microorganismos
modificados geneticamente. Considerando que certos aminoacidos possuem sabores peculiares
essa estratégia pode ser bastante vantajosa. Por exemplo, a fenilalanina estimula a producédo de
alcool fenitil, um alcool superior que possui um aroma semelhante ao de rosas (BERRY, 1995),

Por outro lado, quando se adiciona ion de am6nio no meio de fermentacdo, a quantidade
produzida de alcoois superiores € menor, pois ha um bloqueio da sua sintese de alcoois a partir de
carboidratos (REAZIN et al., 1970; AMERINE, 1972).



Mostos com altas concentragdes de aminoécidos, em temperaturas de 25-30°C e com
elevada quantidade de indculo, atingem quantidades maximas de &lcoois superiores. (KORHOLA
et al., 1989).

O efeito da temperatura de fermentacdo (20 a 35°C) na formacao de alcoois superiores foi
estudado por Ramsay e Berry (1984), que verificaram quantidades maiores de alcoois superiores
utilizando a faixa de 25-30°C, ressaltando que a composicéo relativa dos alcoois superiores foi
pouco afetada pela temperatura. Relataram ainda, que a formacdo de alcoois fusel em uisques
pode ser regulada por diferentes niveis de indculo na fermentacdo. A quantidade total de alcoois
aumenta com o aumento do indculo.

Na producéo de uisque, quando o pH inicial do mosto foi alterado, houve um pequeno
efeito na produgdo de propano, isobutanol e 2 feniletanol. Entretanto, o nivel de alcool amilico
aumentou quando o pH foi elevado de 4,0 para 6,0, 0 que também resultou em aumento global de
alcoois superiores.(BERRY, 1984)

Na rota sintética dos alcoois superiores os aldeidos sdo intermediarios sendo que
condicdes favoraveis a producéo de alcoois superiores também favorecem a formacéo de pequenas
quantidades de aldeidos. Estes sdo excretados pelas leveduras, mas podem ser reabsorvidos e
reduzidos ao alcool correspondente, durante os ultimos estagios da fermentacdo (BERRY, 1995).
Durante estudos sobre a formacdo de aldeidos por diferentes leveduras, Nykanen; Nykanen
(1991), observaram que a sintese de acetaldeido é dependente da linhagem e das condigdes de
fermentacao e ocorre em maior proporcao em meios com concentracoes deficientes em nutrientes
O nivel mais alto de aldeido é atingido quando as leveduras estdo na fase mais vigorosa da
fermentagdo. (NYKANEN, 1986).

Ainda neste estudo os mesmos autores relataram que a capacidade das leveduras
produzirem aldeidos é bastante variavel, durante experimentos com 300 leveduras diferentes
observaram uma variacdo no contetido de aldeidos de 6 mg.L? a 190 mg.L™ (NYKANEN;
NYKANEN, 1991). Ha diferencas marcantes na producdo de aldeidos entre linhagens de S.
cerevisiae, as quais sdo atribuidas a variacdes na atividade da enzima piruvato descarboxilase das
leveduras (NYKANEN, 1986; NYKANEN; NYKANEN, 1991).

Durante a fermentacdo de agucares ocorre tambem a formacgédo de ésteres tem sido estudada
por muitos pesquisadores (NYKANEN, 1986; NYKANEN; NYKANEN, 1977), e sua

concentracdo normalmente aumenta com o aumento do teor de &lcool (MAC DONALD et al.,



1984). Dentre outros fatores que podem influenciar a formacdo de ésteres estdo a levedura, a
qualidade do mosto, a temperatura de fermentacédo, a quantidade de in6culo e a aeracdo e agitacdo
do mosto, solidos em suspensdo (BERRY, 1984; RAMSAY; BERRY, 1984). Segundo Peddie
(1990), os principais fatores interferentes na formacéo de ésteres, durante a producédo de cerveja,
sdo: a linhagem da levedura, a composicdo e aeragdo do mosto, pressurizacdo das domas de
fermentacdo, quantidade de indculo, sélidos em suspensdo e a temperatura de fermentacéo.

Durante o processo fermentativo as condi¢des que restringem o crescimento microbiano
como a falta de aeracdo ou nitrogénio, podem conduzir a um aumento da concentracéo de ésteres.
Ha indicativos de que a maioria dos ésteres é produzida nos ultimos estagios da fermentacdo, ao
contrario dos alcoois superiores que sdo produzidos abundantemente durante a fase de
crescimento. O crescimento das leveduras em um sistema bem aerado pode suprimir totalmente a
formacdo de ésteres, mesmo em condi¢des que favorecem altos niveis de producdo de etanol
(BERRY, 1995).

Segundo Ahvenainen (1982), a aeracéo € um fator muito importante em relacdo a formacao
de acidos graxos. Leveduras cultivadas aerobiamente s@o muito ricas em acidos graxos
insaturados, acido palmitoléico e acido oléico, os quais sdo raramente encontrados em leveduras
cultivadas anaerobiamente. Para Amerine et al. (1972) o &cido acético € produzido principalmente
durante os estagios iniciais da fermentacdo alcodlica, e que maiores quantidades sdo formadas em
presenca de oxigénio. Ramsay e Berry (1984) acrescentam ainda, que a quantidade de &cidos
graxos formados na fermentacdo decresce com 0 aumento da temperatura. Watson (1983) relata
que ha um aumento relativo dos acidos graxos nos estagios finais da fermentacéo.

Durante os primeiros estagios da fermentacdo € produzida a maior parte do glicerol
conforme relataram Amerine et al. (1972) observam ainda que as leveduras diferem
significativamente no seu rendimento em glicerol. Para Gutierrez (1991) a quantidade de glicerol
produzida é fortemente influenciada pela linhagem de levedura além de alguns interferentes, tais

como temperatura, pH, concentracdo de sacarose, fontes de nitrogénio e inibidores .
2.7.1 Concentracao de &cidos

A acidez de bebidas destiladas depende do controle no processo de fermentagdo, em
relacdo a fatores como: raca (estirpe) da levedura predominante no pé-de-cuba, pureza da

fermentacdo, o tempo e a temperatura de fermentacdo e o manejo do mosto. Durante a



fermentacdo a aeracdo do mosto deve ser evitada, ja que o aumento de oxigénio faz com que a
levedura transforme o aglcar em acido acético em vez de etanol. A destilacdo deve seguir-se a
fermentacdo rapidamente a fim de evitar a proliferacdo de bactérias acéticas, que aumentam a
acidez.(CARDOSO, 2003)

2.7.2 Concentracdo de aldeidos

Grande parte da fracdo aldeidica presente no mosto € separada durante a destilagdo como
produtos de “cabeca” na producdo de bebidas destiladas. As aguardentes ricas em aldeidos sdo

provenientes de alambiques que ndo separam os produtos da cabeca durante a destilacéo.
2.7.3 Concentracao de alcoois superiores

A formacéo destes € maior quando a fermentacéo ocorre com leveduras de baixa atividade.
Fermentos fracos produzem mais alcoois superiores do que aqueles mais ativos (LIMA, 1964).
Outros fatores que aumentam o teor de alcoois superiores sdo: a temperatura alta e o pH baixo (3,5
- 4,0) do mosto.

2.7.4 Concentracdo de metanol

A formacdo de metanol é altamente indesejavel, em razdo da sua alta toxidez para o
homem. Deve-se evitar uma fermentacdo conduzida na presenca de sucos ou polpas de frutas ricas
em pectina, tais como laranja, limdo, maca, abacaxi e outras, para evitar o aumento acentuado da

formacdo de metanol.
2.7.5 Concentracao de Cobre

As bebidas destiladas com teores elevados de cobre indicam falta de higienizacdo do
alambique, principalmente durante as paradas. Recomenda-se encher o alambique e as serpentinas
com &gua para evitar a oxidacdo do cobre e contaminacdo pelo metal, ou seja, ndo deixar que o
azinhavre (zinabre) contamine a bebida. No processo de destilacdo, ocorre a formacdo do
carbonato basico de cobre, a azinhavre, na superficie do metal. Este carbonato € solubilizado pelos

vapores acidos produzidos durante a destilacéo, e por arraste, conduz a contaminacdo do produto



final por ions de cobre. A primeira destilagdo deve ser feita com agua, de modo a eliminar todos
0s residuos de cobre e ingredientes utilizados na limpeza.

2.8 Destilacao

Apds a fermentacdo, os meios agucarados denominam-se vinhos, com uma constitui¢do
variavel, mas encerrando sempre substancias gasosas, sOlidas e liquidas. As primeiras
representam-se principalmente pelo didéxido de carbono, que se dissolve em pequena proporcao.
Os solidos se fazem presentes pelas células das leveduras alcodlicas, de bactérias contaminantes,
sais minerais, agucares nao fermentados e impurezas s6lidas em suspensao. (LIMA et al, 2001)

Os ligquidos mais importantes sdo a dgua e o etanol, em porcentagens que variam de 88 a
93% e 12 a 7%, respectivamente, nos vinhos comuns. Os alcoois amilico, isoamilico, propilico,
butilico, isobutilico, aldeidos, acidos, furfural, ésteres e acidos organicos constituem outra parcela
de liquidos de pequena importancia em relagédo ao volume, mas de grande efeito na qualidade dos
destilados, sobretudo no caso das aguardentes, nas quais se denominam de impurezas volateis. A

glicerina também se forma durante a fermentacdo. (LIMA et al, 2001)

Desse material impuro e heterogéneo separa-se o etanol por destilagdo, em grau de pureza
e concentracdo variaveis. Nessa operacdo geram-se vapores de alcool e agua, que depois de
resfriados formam um liquido de concentracdo superior a do vinho, e isento de substancias solidas.
(LIMA et al, 2001)

A destilacdo é um processo para tornar mais concentrado o alcool presente nos liquidos
fermentados. Através dela, o liquido fermentado € aquecido até ferver, primeiro o alcool entra em
ebulicdo e o seu vapor, uma vez condensado, forma um liquido de maior concentracéo alcodlica.

O processo pode ser repetido e o liquido pode chegar a ter 70% de alcool.

A tecnologia da destilacdo, independentemente do tipo de aparelho, influi decisivamente
na constituicdo e no teor do coeficiente ndo-alcool. As destilagdes lentas produzem um destilado
com melhores caracteristicas organolépticas, com mais ésteres, menos acidez e menos alcoois
superiores. A destilacdo altera a composicdo do destilado ndo s6 pela propor¢do relativa dos
compostos, mais também pelas rea¢fes quimicas que ocorrem durante o aquecimento. (RIJKE;
HEIDE,1983)



A separacdo da mistura hidroalcéolica ocorre em torres de destilagdo, empregando-se
colunas de baixo grau para obtengdo de aguardente com cerca de 50% de &lcool em volume. Para
a obtencdo de alcool industrial, submete-se o destilado da primeira coluna a uma segunda
destilacdo em colunas retificadoras, cuja funcdo é purificar e concentrar o alcool, obtendo-se um
teor alcodlico no maximo de 97,2% em volume. (RIJKE; HEIDE,1983)

2.9 Analise sensorial

A analise sensorial € uma ciéncia interdisciplinar que tem por objetivo a identificacdo e
quantificacdo das caracteristicas sensoriais de bebidas e alimentos. A aparéncia, 0 aroma, o sabor e
a textura sdo fatores que determinam a aceitacdo, preferéncia e escolha de bebidas, sejam elas

alcoolicas ou ndo, por parte dos consumidores.

Atualmente, o mercado de bebidas utiliza cada vez mais a aplicacdo da Analise Sensorial
como uma ferramenta na obtencédo de produtos de qualidade, visando conquistar seu espago junto

ao mercado consumidor.

Quando utilizada adequadamente, a Andalise Sensorial auxilia na substituicdo de
ingredientes, andlise de preferéncias e a aceitacdo de produtos e seus concorrentes junto ao

mercado consumidor e ainda na determinacdo do tempo de vida de prateleira.

Os testes sensoriais sdo incluidos como garantia de qualidade na industria de alimentos e
bebidas por representarem medida multidimensional integrada, com importantes vantagens, como
a capacidade de identificar a presenca ou auséncia de diferencas perceptiveis e de definir
caracteristicas sensoriais importantes de um produto de forma répida, além de ser capaz de
detectar particularidades que ndao podem ser detectadas por procedimentos analiticos e ainda ser

capaz de avaliar a aceitacdo de produtos. (MUNOZ et al.,1992)

Um dos métodos de grande aplicacdo na avaliacdo sensorial € a Andlise Descritiva
Quantitativa (ADQ), que permite tracar o perfil sensorial dos produtos, pois descreve e quantifica
os diferentes descritores sensoriais (STONE et al.,1974). Este método estabelece os perfis
sensoriais das diferentes amostras apds o0s dados serem avaliados estatisticamente por analise de
variancia, teste de Tukey e Analise de Componentes Principais (ACP) (STONE; SIDEL. 1993)



Os testes afetivos tém por objetivo conhecer a opinido de um determinado grupo de
consumidores em relagdo a um ou mais produtos. Compreendem os testes de preferéncia dos
consumidores de um determinado produto sobre os demais e 0s testes de aceitacdo, que avaliam o
quanto os consumidores gostam ou desgostam de um ou mais produtos (MEILGAARD et
al.,1986)

2.10 Mercado de destilados

Atualmente, o Brasil produz cerca de dois bilhdes de litros de cachaca, dos quais 1,45
bilhdo é a chamada cachaca de coluna (industrializada) e cerca de 550 milhdes da cachaca de
alambique ou artesanal. O agronegocio da cachaga movimenta, anualmente, cerca de 8 bilhdes de
reais entre a comercializacdo do produto, insumos e equipamentos. O setor também é responsavel
pela geracdo de mais de 900 mil empregos diretos em todo o pais e ainda demanda o cultivo de 10
milhdes de toneladas de cana-de-aclcar por ano, o que significa 125mil hectares de plantio.
(MORAES, 2001)

S0 no Estado de Minas Gerais a producédo de cachaca oficial gira em torno de 1,5 bilhdes
de litros por ano, gerando IPI, ICM e outros impostos. Em economia de Estado, Minas Gerais
destaca-se na producéo de aguardente, representando uma producédo anual de 120 milhdes de litros
e um consumo de 170 milhdes de litros, gerando cerca de 120 mil empregos diretos e trés vezes
mais empregos indiretos nos setores que gravitam em torno dela durante a entressafra
agricola,(CARDOSO, 2001).

A aguardente de cana foi incluida em programas de exportacdo do governo como o PEE-
Programa Especial para Exportacdo e PNPE - Programa dos Novos Polos de Exportacdo. O
PBDAC — Programa Brasileiro de Desenvolvimento da Aguardente de Cana, Caninha ou cachaca,
foi criado oficialmente em 1997 pela Associacdo Brasileira de Bebidas (ABRABE) para estimular
a valorizacdo da bebida e a qualidade dos seus métodos de producdo. (Pepe, P. R., 1999). A
previsdo do setor para a proxima década é alcancar US$ 200 milhdes em divisas para o pais.
(OLIVEIRA, 2001)

O aumento do consumo de cachaga tanto no mercado interno como no externo se deve a
aquisicdo da matéria-prima, a especializacdo do setor no processo de producao, o aperfeicoamento

de métodos de trabalho, que aliados ao marketing conquistaram a fatia do mercado deixada pelo



uisque escocés e pela tequila mexicana, atualmente em crise devido a processos de producdo.
(MORAES, 2001)

Do total da producdo brasileira, 20 milhdes de litros colaboram para o superavit da
balanca comercial, sendo os paises da América Latina os principais responsaveis pela maior parte
das importacdes: Paraguai com 28%, Uruguai com 16% e Argentina com 9%. Na Europa, a
Alemanha com 22%, é seguida pela Italia, que compra 4% da cachaca exportada. Cerca de 5% da
venda da bebida brasileira ao exterior vai para os Estados Unidos. (MORAES, 2001)

A receptividade de determinado produto no mercado consumidor é determinada pelo
conjunto de caracteristicas especificas e segundo Horii (1998), o conhecimento de substancias de
impacto sensorial que compdem uma bebida destilada é fundamental, no monitoramento da
producdo, na modificacdo de suas caracteristicas e/ou no controle de qualidade da bebida. Na
destilagdo ocorre a separacgéo, a selegcédo e a concentracao destas substancias.

Na manufatura de bebidas alcodlicas fermento-destiladas por destilacdo de vinhos, a
operacdo de destilacdo € um dos pontos determinantes da qualidade do produto final. Os vinhos
sdo constituidos de etanol, de &gua e de congéneres como &cidos, alcoois, ésteres, compostos
carbonilos, acetais, fenois, hidrocarbonetos, compostos nitrogenados e sulfurados, agucar e outros,

sendo que estes presentes na bebida a caracterizam bem como a qualificam. (HORII, 1998)

Portanto, a otimizacéo das condi¢c6es da operacédo de destilagdo € fundamental na obtengéo
de bebida de boa qualidade, pois a destilacdo, além de separar, selecionar e concentrar pelo uso do
calor os componentes do vinho, ainda promove algumas reac6es quimicas induzidas pelo calor.
Assim os componentes volateis do vinho podem aumentar, diminuir e ainda originar novos
componentes. (HORII, 1998)

2.11 Legislacéo vigente no pais

A qualidade da aguardente no Brasil é regulamentada pelo Decreto Federal n® 2314, de
04/09/97, que regulamenta a Lei n® 8.918, de 14 de Julho de 1994, que estabelece os seguintes
padrGes de identidade e qualidade: o teor alcodlico deve ser de 38 a 54% em volume a 20°C e o
coeficiente de congéneres (aldeidos, acidos, ésteres, furfural e alcodis) ndo pode ser inferior a 200

mg/100 mL de alcool anidro, sendo os teores maximos de cada congénere:



- Acidez volatil em &cido acético (g.100 mL™ alcool anidro)- 0,150
- Esteres em acetato de etila (g.100 mL™ &lcool anidro)- 0,200

- Aldeidos em aldeido acético (g.100 mL™ &lcool anidro)- 0,030

- Furfural (g.100 mL™ alcool anidro)- 0,005

- Alcoois superiores (g.100 mL™ &lcool anidro)- 0,360

- Metanol (g.100 mL™ alcool anidro) — 0,020

Foram tambem definidas quantidades maximas permitidas de alguns contaminantes nédo
mencionados anteriormente, como carbamato de etila (150pg.L™),acroleina (5mg.100mL™ de
alcool anidro), alcool sec-butilico (10mg.100mL™ de &lcool anidro), chumbo (200pg.L™) e
arsénico (100pg.L™).

2.12 Carbamato de Etila

O carbamato de etila ou uretana € um composto considerado potencialmente
carcinogénico, € formado nas bebidas destiladas por diferentes vias, podendo ser pela reacéo entre
0 etanol e seus precursores nitrogenados, como a ureéia, o fosfato de carbamila e o cianeto, sendo
este Gltimo considerado um precursor de carbamato de etila durante e ap0s o processo de
destilacdo (OUGHT et al., 1988; STEVENS; OUGHT, 1993; TEGMO-LARSSON; SPITTLER,
1990).

Nas bebidas destiladas € encontrado em altas concentracdes nas aguardentes de frutas,
entretanto o problema ndo esta somente na fermentacdo ou durante a destilagdo, mas no préprio
destilado (A YLOTT et al, 1990; MacKENZIE et al., 1990; RIFFIKIN et al.a 1989).

Riffikin et al. (1989) estudaram a formacdo de carbamato de etila durante a destilacdo de
uisques. As destilaces foram realizadas em alambique feito totalmente de cobre e em destilador
feito totalmente de vidro, e verificaram que a formacdo de CE ocorreu somente quando a

destilacdo foi realizada em presenca de cobre. O aumento dos niveis naturais de carbamato de



etila apos a destilacdo, ocorreu apenas quando o cobre esteve presente durante e ap6s a destilacao.
Existe também um efeito adverso no crescimento celular, porque ela aumenta o estresse da
levedura durante a producgédo de vinho (BAUER; PRETORIUS, 2000), o qual pode ser controlado
inoculando-se leveduras selecionadas na fermentacédo alcodlica (FEUILLAT et al., 1997).

2Cu(Il) + 4CN—™ 2Cu(CN);,
2CU(CN)2—> 2CuCN + C,N,
CoNy + 20H =——p NCO +CN + H,O

Os ions cianato por reacédo com etanol produzem o carbamato de etila:

NCO + EtOH —p EtOCONH,;

Quando o cobre é empregado na parte ascendente do fluxo, como ocorre nos alambiques, é
esperado que ocorra uma fixacdo de cianeto (MacKENZIE et al., 1990), com a formacao de
compostos como: CuCN, Cu(CN);, Cuz(CN) Cuz(CN)4, diminuindo a concentracdo de cianeto no
destilado (BOSCOLO, 2001) e consequentemente, reduzindo o teor de carbamato de etila
(ANDRADE-SOBRINHO, 2002).

Vérios fatores sdo importantes para a formacdo de carbamato de etila em bebidas
destiladas, porém ainda néo existe uma explicacdo satisfatdria sobre a sua influéncia nas cachacas
(ANDRADE-SOBRINHO, 2002).

O Canada foi o primeiro pais a ter legislacdo especifica sobre o assunto se tornando um
referencial para os Estados Unidos e a Comunidade Européia, que seguiram o teor maximo deste
contaminante estabelecido para bebidas destiladas.No Brasil, um dos maiores produtores de
destilados alcoolicos do mundo, é imprescindivel o conhecimento dos niveis de ocorréncia do
carbamato de etila nos destilados e principalmente na cachaca, pois além dos aspectos ligados a
salde publica, a sua presenca em concentracdes superiores a 0,150 mg L™ constitui uma barreira
para exportacdes para a Europa e América do Norte (ANDRADE-SOBRINHO et al, 2002).



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Matéria-Prima

Para o desenvolvimento desta pesquisa utilizou-se a batata-doce tipo Brazilania Roxa de
polpa branca adquirida de um mesmo produtor rural da cidade de Duartina/SP. Os lotes de

matéria-prima foram utilizados no maximo 24h apos a sua aquisicdo, ficando armazenados em

camara fria a 4°C.

3.2 Enzimas amiloliticas

Neste trabalho os hidrolisados produzidos utilizaram duas enzimas amiloliticas, uma

endoamilase (a-1-4) e uma exoamilase (a-1-4 e a-1-6).

A endoamilase alfa-amilase Termamyl 2X, produzida por cepas de Bacillus licheniformis,
que possui atividade enzimatica de 240KNU/g e a exoglucosidade AMG 300L, produzida por
cepas de Aspergillus niger, cuja atividade enzimatica é de 300AGU/mL, sdo enzimas fabricadas

pelo Novozyme do Brasil S.A..
3.3 Metodologias Analiticas

As matérias-primas foram caracterizadas através de andlises fisico-quimicas realizadas no
Laboratorio de Analises do Centro de Raizes e Amidos Tropicais (CERAT) UNESP. Todas as

andalises foram realizadas em quadruplicatas.



3.3.1 Umidade

Para se determinar o teor de umidade, dessecou-se as amostras em estufa a 105°C até peso
constante, empregando o método 44-15 A da AACC (2003).

3.3.2 Proteina Bruta

O teor de nitrogénio foi determinado pelo método de Kjedahl, segundo AOAC (2005)
Para a conversdo do nitrogénio em proteina bruta utilizou-se o fator 6,25.

3.3.3 Matéria graxa

A determinacdo da matéria graxa realizou-se em extrator Soxleth, utilizando éter de

petréleo para a extracdo, segundo o método AACC (2003).
3.3.4 Cinzas

Determinadas pela calcinacdo da amostra a 550 °C durante 2h em forno da marca Quimis
modelo Q.318.0.24. Apds esse periodo as amostras foram colocadas em dessecador e

posteriormente pesada, segundo o método AACC (2003).
3.3.5 Fibras

O teor de fibras foi determinado através da hidrolise acida seguida de hidrolise alcalina,

conforme metodologia da American Association of Cereal Chemistry. (AACC, 2003)
3.3.6 Acucares totais e acucares solUveis

Para a determinacdo do teor de agUcares redutores totais foi pesado 1g de amostra em um
erlenmeyer de 250 mL, acrescentado 30 mL de etanol absoluto P.A. e 30 mL de &gua destilada,
em seguida colocou-se em banho com aquecimento entre 60-65°C por uma hora. Apés foi
acrescentado 1 mL de HCI P.A. concentrado e as amostras retornaram ao banho por mais uma
hora na mesma temperatura. Apds este tempo as amostras foram resfriadas, neutralizadas e
diluidas. Determinou-se o teor de acUcares totais pelo método Somogy, adaptado por Nelson
(1944).

Na andlise do teor de acUcares redutores, foi pesadol g de amostra em um erlenmeyer de
250 mL e adicionado 50 mL de agua destilada. Os frascos foram colocados em banho com

aquecimento a 65°C por 30 minutos, sendo em seguida retirados e resfriados. O material foi



resfriado, diluido e filtrado. A determinacdo do teor de acUcares soluveis foi determinada pelo
método Somogy adaptado por Nelson. (1944).

3.3.7pH

Determinou-se o pH potenciometricamente a 24°C usando a metodologia descrita pela
AOAC (2005).

3.3.8 Granulometria

Foi pesada uma amostra de 500g da farinha de batata doce sendo posteriormente colocada
num jogo de peneiras, que continham peneiras de 0,6; 0,42; 0,3; 0,25; 0,2;0,18; 0,15; 0,125; 0,088;
0,075; 0,045 mesh da marca Graniteste que foram previamente pesadas uma a uma. Em seguida
foi levada ao agitador de peneiras Produteste e agitado durante 15 minutos na velocidade maxima.
Apos o tempo de 1h, foi avaliado o peso de cada peneira e por diferenca a quantidade retida em

cada uma das peneiras, definiu a concentracdo em cada faixa de granulometria.
3.3.9 Amido

Determinou-se 0 amido pelo método de hidrolise enzimatica, segundo metodologia 1SO-
6647 (International Organization for Standartization, 1987). Apds a hidrélise do amido obteve-se
o teor de acUcar redutor pelo método Somogy, adaptado por Nelson (1944), sendo feita a

conversao para amido pela multiplicacdo da porcentagem de acucar obtida pelo fator 0,9.
3.4 Tratamento do substrato
3.4.1 Producao de raspas

Uma partida contendo 100 kg de batata-doce, adquirida em margo/2008, foi lavada em
agua corrente e em seguida triturada em maquina de produzir raspas de mandioca. As raspas
(fatias finas) foram coletadas em bandejas metélicas e em seguida colocadas em estufa de
circulacdo de ar, marca Marconi modelo MAQ37, para secagem a uma temperatura de 50°C por
24h. Apos este tempo, a temperatura foi elevada para 105°C por mais 48h. Durante a secagem, o
material foi revolvido no minimo 2 vezes a cada 24h. Apo6s a secagem, o lote de material foi

homogeneizado e armazenado em sacos plasticos de PVC.



3.4.2 Produgcéo de farinha

As raspas de batata-doce secas foram moidas num moinho de faca, marca Marconi modelo
MAG680 com tela de vazamento de 16 mesh (~ 1,0mm). Ap6s moagem, o lote de material foi

homogeneizado por agitacdo e armazenado em sacos plasticos de PVC em porgdes de 1,5kg.
3.5 Avaliacao do processo de hidrdlise
3.5.1 Delineamento experimental

Para avaliar a quantidade adequada de enzimas a serem utilizadas nas duas etapas do
processo de hidrélise de farinha de batata-doce foi utilizado um delineamento experimental, sendo
definidos como parametros fixos do processo:

a) concentracdo do substrato - 18% de materia seca,

b) temperatura dextrinizacao - 90°C ,

c) temperatura sacarificacdo - 60°C,

d) tempo de reacdo dextrinizacdo - 2h em pH 6

e) tempo de reacdo sacarificacdo - 16h em pH 4,5.

A variavel dependente foi definida como sendo a concentracdo de acgUcares redutores no
hidrolisado. O calculou-se o rendimento através da diferenca do acucar redutor obtido ao final do
processo subtraido do valor de agucares redutores iniciais, expresso em porcentagem.

O processo de hidrdlise foi estudado utilizando um planejamento experimental fatorial
completo 22 com duas variaveis independentes (as enzimas alfa-amilase e amiloglucosidase). Cada
fator foi estudado em 5 niveis, como mostrados na Tabela 5.

Os pontos centrais (0) servem para estimar o erro experimental e determinar a precisao da
equacdo polinomial. Os pontos axiais (oo ) sdo utilizados para a ampliagdo do modo linear,
tornando-o um modelo quadratico. O valor de a ¢ a fungdo do niimero de variaveis independentes
(K), sendo definido pela equacdo 1. (BARROS NETO; SCARMINIO;BRUNS, 2003)

Ly S
a = (F) (1)

Sendo F = 2¥ e K = 2, tem-se que:

a=(2%)" =144



Tabela 5 - Niveis de variaveis no planejamento experimental de hidrdlise

Variaveis Simbolo | Unidade Nivel
independentes

-0 -1 0 +1 +a
Enzima a- amilase T g.kg™ 0,39 05 0,75 1 1,11
Enzima AMG g.kg™ 0,78 1 1,5 2 2,22

amiloglucosidase

Onde T= a-amilase em gramas por quilo de matéria seca e AMG= amiloglucosidase em gramas por quilo de

matéria seca.

Os valores das variaveis independentes foram baseados em outros ensaios prospectivos. Na

Tabela 6 € mostrado o delineamento experimental com os niveis codificados e reais das variaveis

independentes, nos diferentes tratamentos.

Tabela 6 - Planejamento experimental completo 22 com pontos centrais e axiais para a hidrélise

da farinha de batata doce.

Variaveis codificadas

Variaveis reais

Tratamentos X1 X2 T (g.kg?) AMG (g.kg ™)
1 -1 -1 0,5 1
2 +1 -1 1 1
3 -1 +1 0,5 2
4 +1 +1 1 2
5 -0, 0 0,39 15
6 +a 0 1,11 15
7 0 -0 0,75 0,78
8 0 +a 0,75 2,22
9 0 0 0,75 15
10 0 0 0,75 15
11 0 0 0,75 15

Onde T= a-amilase em gramas por quilo de matéria seca e AMG= amiloglucosidase em gramas por quilo de

matéria seca.

A andlise de regressdo obtida pode ser ajustada para cada resposta (Yi) através de um

polinémio 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=pB0+BIX1 +p2X2 + BIIX1%+B22X2% + BI2XI1X2 +¢ (2

onde,

Yi = funcéo resposta;

X1, X2 = valores das variaveis independentes;

B0 = coeficiente relativo ‘a intercep¢ao do plano com o eixo de resposta;

B1, B2 = coeficientes lineares estimados pelo método dos minimos quadrados;

B11, B22 = coeficiente das variaveis quadraticas;

B12 = coeficiente de interacdo entre as variaveis independentes;

€ = erro experimental.

Realizou-se o processamento dos dados e a analise estatistica com o auxilio do RSREG e

do STEP-WISE do sistema SAS versdo 8.2. A significancia do modelo foi testada pela analise de
variancia (ANOVA). Foi adotado o nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

3.5.2 Preparo das suspensoes

Uma suspensdo de batata doce com 18% de matéria seca, foi fracionada em 11 frascos
contendo 250 mL da solucdo. Os frascos receberam as quantidades de enzima equivalentes a
Tabela 6 e foram submetidos ao processo de hidrélise por 18h no total. A amostragem ocorreu no
final do periodo fixado. Foram analisados os agUcares redutores antes e depois, com o objetivo de

analisar o melhor rendimento. Calculou-se o rendimento através da diferenca do agucar soluvel

AR obtido = AR final — AR inicial

Rendimento = AR obtido x 100
ART




3.6 Ensaios de fermentacédo com hidrolisados
3.6.1 Planejamento experimental

Um planejamento experimental composto central rotacional 2° foi utilizado para verificar

os efeitos das variaveis independentes sobre as variaveis dependentes conforme a Tabela 7.

Tabela 7 — Varidveis independentes e dependentes utilizadas no planejamento experimental

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Concentracdo de agucares (AR) Concentracdo final de células viaveis,

Concentracdo de leveduras (nimero de| Teor de alcodis
células viaveis)
Temperatura (T) Aldeidos
Esteres.

Foram usados 20 tratamentos, sendo 8 fatoriais (combinacgdes entre os niveis -1 e +1); 6
axiais (uma variavel no nivel +a ¢ duas em 0); e 6 centrais (as trés variaveis independentes no nivel

0).

Na determinacdo dos valores maximos e minimos de cada variavel independente foram
considerados valores médios normalmente utilizados em processos fermentativos para a producao
de cachaca. Nos ensaios de fermentacdo foram utilizadas leveduras desidratadas na forma da cepa
Y — 904 produzidas pela AB Brasil S.A.

Os parametros do processo, identificados como variaveis independentes, foram avaliados

em 3 niveis codificados (-1, 0,+1), que foram calculados segundo a equacéo 3.

Xi= xi -Z (3)
A Xi

Onde :

Xi= valor codificado da variavel Xi;

xi = valor real da variavel;

Z =valor real da variavel no ponto central;



A Xi = valor do intervalo de variagéo de Xi

O delineamento central composto rotacional de 2° ordem apresenta também dois niveis
axiais para as variaveis independente, que sdo codificadas com +a ¢ — a. O valor depende do
namero fatorial (F) do delineamento e da quantidade de variaveis independentes ( K), sendo o

valor definido pela equacéo 1.

a=(F)" (1)
Sendo F = 2K e K = 3, tem-se que:

a=2%" =1,682

O valor fornecido pela equacdo 3 representa o valor em modulo. Os valores codificados
utilizados para 0s pontos axiais neste projeto de + 1,682 e de - 1,682 para +o e — q,

respectivamente.

Na Tabela 8, encontram-se 0s niveis das variaveis independentes e na Tabela 9, os

tratamentos realizados.

Tabela 8 - Niveis de variaveis no planejamento experimental de fermentacao.

Simbolo | Unidade
Variaveis Nivel
independentes
-0 -1 0 +1 +a
Concentracéo de Lev % 1,3 2 3 4 4,7
leveduras
Temperatura Temp oC 24,9 27 30 33 35,12
Aclcares AR % 10,3 11 12 13 13,7
Redutores




Tabela 9 - Planejamento experimental completo 2° com pontos centrais e axiais para a de
fermentacgao do hidrolisado

Variaveis codificadas Variaveis reais

Tratamentos . Agucares
Concentracdo de Temperatura Redutores

X1 X2 X3 leveduras (%) ‘C) (%)
T1 1 1 1 4 33 13
T2 1 1 -1 4 33 11
T3 1 -1 1 4 27 13
T4 1 -1 -1 4 27 11
T5 -1 1 1 2 33 13
T6 -1 1 -1 2 33 11
T7 -1 -1 1 2 27 13
T8 -1 -1 -1 2 27 11
T9 0 0 0 3 30 12
T10 0 0 0 3 30 12
T11 0 0 0 3 30 12
T12 0 0 0 3 30 12
T13 0 0 0 3 30 12
T14 0 0 0 3 30 12
T15 -1,69 0 0 1,3 30 12
T16 1,689 0 0 4,7 30 12
T17 0 -1,689 0 3 24,9 12
T18 0 1,689 0 3 35,12 12
T19 0 0 -1,69 3 30 10,3
T20 0 0 1,69 3 30 13,7

Como variaveis dependentes foram avaliadas no vinho, ap6s o término da fermentacéo, a
concentracdo de células viaveis, concentracdo de etanol, concentracdo de acuUcares redutores e
glicerol. A avaliacdo da concentracdo dos aldeidos e ésteres foi realizada no etanol obtido apds
destilacdo controlada.

A varidvel independente concentracdo de leveduras foi calculada no planejamento
experimental através de porcentagem, e para fins de medida e comparacdo ao final do processo
essas porcentagens foram expressas em ndmeros de células iniciais e finais.

Como parametros fixos:

a) volume de substrato 500 mL ,

b) tempo de fermentacdo 16 horas



Para a analise dos resultados experimentais, a metodologia de superficie de resposta
descreve o comportamento de um sistema no qual estdo combinadas as variaveis independentes
(Xk) e a variavel dependente ou resposta (Yi). A resposta é uma funcdo dos niveis nos quais estes
fatores foram combinados e definidos, conforme equagéo 4 ( BOX, DRAPER, 1987):

Yi=F (X1, X2...., Xk) (4)

Dentro das faixas de variagdo propostas, ou seja, dentro da regido caracterizada por esses
niveis, 0 comportamento de cada resposta avaliada pode ser predito de forma generalizada, ja
demonstrada na equagao 2.

Yi= B0+ BIX1 + p2X2 + P11X12 + p22X2% + B3X3 P33X3% + BI3XIX3 +
B23X2X3 +¢ (5)

Através do presente estudo foi possivel obter modelos estatisticos capazes de predizer o

comportamento das variaveis dependentes (respostas) em funcdo das variaveis independentes.
3.6.2 Hidrolisado de farinha de batata doce

Num reator encamisado com controle eletrénico de temperatura e agitacdo da marca
Ranazzi, com capacidade para 20L, foi preparada uma suspensdo de 15L com 18 % de matéria
seca utilizando 2,87 kg de farinha de batata doce, com umidade de 5,99% e 12,13L de agua.
Adicionou-se 0,04g de CaCl,. No processo de hidrolise, utilizou-se a enzima a-amilase 0,5 g/kg
m.s na etapa de hidrélise e amiloglucosidase 2,0 g/kg m.s na etapa de sacarificacdo. O periodo
total do processo foi de 18h, sendo 2h para a primeira enzima a 90°C e apds o resfriamento e

correcdo do pH mais 16h com a segunda enzima a 60 °C.

Ao final do processo de hidrélise, o hidrolisado foi pesado e filtrado, bem como

posteriormente o bagaco. O hidrolisado foi congelado e o bagago dessecado e armazenado.



3.6.3. Determinacéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada com a utilizacdo de azul de metileno para colorir as

células de levedura. Efetuou-se a contagem em microscépio 6tico através da cadmara de Neubauer.
3.6.4 Determinagéo da concentragdo de carboidratos e alcoois

A amostra foi centrifugada a 12000 rpm durante 8 minutos, em seguida filtrada em

membrana PVDF 0,22pum, 13mm de diametro, hidrofilica.

Para verificacdo das concentragdes de acucares redutores (maltose, frutose, glicose),
glicerol e etanol; foram realizadas analises em cromatografia liquida de alta resolucdo, em
equipamento Varian, modelo Prd-Star 410, com detector de indice de refragdo,com coluna da
Biorad modelos: i) HPX-87H na determinacdo de alcoois, utilizando temperatura de 50°C, fase
movel &cido sulfarico 0,01M e vazédo de 0,7 mL/min; ii) HPX-87P para determinacdo de glicose,
maltose, sacarose, e outros oligossacarideos, utilizando temperatura de 85°C, fase mdvel agua

deionizada, vazdo de 0,6mL/min.

A identificacdo e quantificacdo das substancias foram realizadas por comparagdo com

cromatogramas de substancias padrées injetados nas mesmas condices.
3.6.5 Destilacao do vinho

Para realizar a analise de derivados carboxilicos, ésteres e alguns outros alcodis presentes
no mosto, realizou-se uma destilacdo do vinho num aparelho de borossilicato. No procedimento de
destilagdo das amostras, foram mantidos constantes o volume, tempo e temperatura para todos os
20 tratamentos e correspondeu a 20% do total do vinho utilizado na destilagdo. O destilado
produzido foi coletado, sem a separac¢do de “cauda” e “cabega”, para permitir a verificagdo dos

reflexos que variaveis independentes produziam na formacdo de compostos secundarios.
3.6.5.1 Preparacao dos derivados carboxilicos das 2,4-DNPH

O destilado obtido foi caracterizado quanto a sua composicdo quimica de aldeidos,

segundo metodologia de derivatizacdo proposta por Nascimento et al (1997).

Os derivados carboxilicos da 2,4-dinitrofenilidrazina (2,4-DNPH) foram obtidos conforme
descrito por Nascimento (1997). Dissolveu-se 0,409 de 2,4-DNPH em &cido sulfarico concentrado

P.A. (2,0 mL) e &gua destilada (3,0 mL). Nesta solugdo adicionou-se: 0,10g de aldeidos padrdes



(acetaldeido, hidroxi metil furfural, formaldeido, butiraldeido, benzaldeido, valeraldeido),
dissolvidos em etanol (15,0 mL), num total de 6 solugbes. Os correspondentes derivados foram

isolados via filtragéo e purificados por recristalizagdo com etanol absoluto.
3.6.5.2 Procedimento analitico para aldeidos

Uma solugédo 0,4% de 2,4-dinitrofenilidrazina foi preparada dissolvendo-se 0,40g em 100
mL de acetronitrila. Em frasco adicionou-se consecutivamente: 1,0 mL da solugdo de 2,4-
dinitrofenilidrazina (0,40%), 4,0 mL de amostra de etanol destilado e 20 uL de H3PO,4. A solugéo
restante foi agitada e mantida em repouso, por pelo menos 45 min, em temperatura de 25°C. Em
seguida, submeteu-se 25 pL da amostra as analises cromatogréaficas em equipamento descrito no
item 3.6.1 utilizando coluna de silica Hypersil BDS — C18, 125X 4 nm, em temperatura de 25°C,
fase mdvel gradiente metanol/agua v/v 65/35% por 6 min, 85/15% por 4 min, 80/20% por 10 min,
75/35% por 5 min, detector UV 365nn, vazdo de 0,3mL/min.

A identificacdo e quantificacdo das substancias foram realizadas por comparacdo com

cromatogramas de substancias padréo, injetadas nas mesmas condigdes.
3.6.5.3 Procedimento analitico para acidos, ésteres e alcoois

A verificacdo das concentracGes dos compostos secundarios, alcool isoamilico, n-butanol,
terc-butanol, alcool butirico, isopropanol, acetato de etila, metil éster, acetonitrila, foram
realizadas em cromatdgrafo marca Varian, modelo 3380, detector tipo FID e com coluna marca
Ohi Valley 60mtX0,25mm SD, modelo OV 1301 bonded 1,4micras.

Rampa de temperatura 35°C durante 5 minutos e de 35 a 100°C a 10 minuto, tempo total de
corrida 135minutos.

3.7. Producéo de destilado de batata-doce

Utilizando as melhores condi¢fes obtidas nos delineamentos experimentais descritos nos
itens 3.5 para o processo de hidrdlise e 3.6. para 0 processo fermentativo, foi preparada uma
suspensdo de 15L a 18% de matéria seca. As condi¢des utilizadas no processo de hidrélise foram
0,5g de a-amilase e 2g de amiloglucosidase por kg de matéria seca.

No processo fermentativo foram utilizadas as seguintes condicdes: temperatura 34°C,

concentracdo de aclcares fermentesciveis 13,5%, concentracdo de células vidveis 1x10°,



A destilacdo foi realizada em alambique de cobre, onde foi separado cabeca, coracgdo e
cauda.
Foram realizadas analises de aldeidos, ésteres e alcoois, no destilado obtido e na bebida

Soju para comparagdo do produto obtido.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao da materia-prima

Foram avaliadas as concentracbes maximas de matéria seca na formulagdo de suspensdes
para a etapa de hidrélise. Alguns ensaios preliminares demonstraram que suspensGes com altas
concentracdes de batata-doce ndo eram vidveis pois, com 0 aquecimento a suspensao tornava-se

rapidamente pastosa interferindo diretamente na acdo das enzimas.

Segundo Collins et al (1991), a fécula de batata-doce € um excelente espessante por
apresentar grande quantidade de amido gelatinizavel. A presenca de alguns oligossacarideos como
as glucanas e outras fibras sollveis fazem com que uma suspensdo de batata doce apresente alta

viscosidade.

Apos alguns ensaios obteve-se sucesso com suspensdes contendo 11% de matéria seca com
a batata doce in natura. Entretanto, observou-se durante o periodo amostrado (outubro/2006 —

fevereiro/2008) uma sazonalidade na quantidade de matéria seca como mostra a Tabela 10.

O efeito da sazonalidade na matéria seca das amostras de batata-doce foi significativo para

esta cultivar Brazilandia roxa, durante o periodo amostrado (outubro 2006 — fevereiro 2007).

Considerando que essa variacdo afeta o desempenho de um processo industrial baseado na

matéria-prima in natura, foi necessaria a padronizacdo deste substrato.

A matéria seca na cultivar Brazilandia Roxa pode apresentar teores em torno de 22,3 - 40,9

segundo dados da Embrapa (2004), entretanto foram observados no periodo amostrado batatas



doce com teores variando entre 11,52 — 30,92% de matéria seca. Aplicou-se o Teste de Tukey nos

valores das matérias secas observadas, conforme a Tabela 11.

A partir dos resultados verificou-se que das onze amostras apenas duas (junho/07 e dez/07)

ndo diferiram entre si para este parametro.

Tabela 10 — Médias e analise de variancia do teor de matéria seca em amostras de batata-doce da
cultivar Brazilandia Roxa colhidas em diferentes periodos

Periodo Matéria seca ( média)% 1%

jun/07 30,89 A

dez/07 30,79 AB

Jull/o7 30,40 B

dez/Q7 27,65 C

nov/06 25,04 D

fev/08 24,61 E

fev/08 22,78 F

nov/07 22,24 G

dez/06 18,58 H

Out/06 17,27 I

jan/08 11,51 J

GL SQ QM F valor Pr>F

Periodo 10 768,521 76,85 11363,69 0,00001
Residuos 11 0,074 0,0067
Total 21 768,595

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si no nivel de significancia indicado

A analise estatistica dos dados de matéria—seca das raizes de batata doce verificada nas
andlises, indicou que o processamento desta matéria-prima in natura exige continuo ajuste no

processo industrial que demandariam maiores custos operacionais.

Este fato reforca a idéia de que a producado de farinha obtida a partir de raizes com elevado
teor de matéria seca permitiria menores oscilacdes no processo de producdo da bebida. Podendo

ser obtida nos meses do ano em que esse teor estiver nos niveis mais altos.
4.2 Caracterizacao da farinha de batata doce

A farinha de batata doce utilizada nos ensaios para a producdo de destilado alcodlico foi

produzida conforme itens 3.4.1 e 3.4.2 resultando num total de 24,45kg.



4.2.1 Composicgao fisica e quimica

A caracterizacdo fisico-quimica da farinha de batata-doce utilizada nos ensaios esta

apresentada na Tabela 11.

Tabela 11 — Composicdo centesimal média de farinha de batata doce em % de matéria seca.

Analises Teores (%)
Umidade 5,99
Amido 55,52
Acucar Redutor Totais 27,96
Acucares Soluveis 55
Proteina Bruta 3,2
Fibras 3,78
Matéria Graxa 0,41
Cinzas 3,12

Ao analisa-se os valores encontrados em 100% de matéria seca pode-se comparar com
resultados encontrados na literatura. Segundo Woolfe (1992), a porcentagem de carboidratos totais
em matéria fresca de batata doce, devidamente calculada para a base seca é de 87%, valor

semelhante ao observado por Leonel e Cereda (2002), que foi de 85%.

Na Tabela 12 observa-se que o teor de carboidratos é de 83,48%, dentro da faixa
encontrada na literatura, porém quantidade de acgucares redutores totais 27,96%, maior do que
relatado por Leonel e Cereda (2002), que foi de 21,66 %.

4.2.2 Granulometria

A andlise foi realizada para dimensionar o perfil granulométrico da farinha que estava
sendo utilizada, uma vez que quanto menor a granulometria maior a superficie de contato com o
meio e conseqlientemente com as enzimas. A tela escolhida para o moinho foi a mesma utilizada

na producdo de farinha de mandioca fina (~ 1,0mm).

Na Tabela 12 observa-se o tamanho das peneiras utilizadas e as porcentagens de material
que ficaram retidas em cada um delas, demonstrando que 56,77% da farinha apresentou tamanho

menor ou igual a 0,18mm.



Tabela 12 — Porcentagem de amostra de farinha de batata doce retida em cada peneira

Peneira ABNT Aberturaem mm % de amostra retida
N° 4 30 0,6 12,22
N° 5 40 0,42 14,90
N° 6 50 0,3 10,56
N° 7 60 0,25 3,57
N° 8 70 0,2 1,07
N° 9 80 0,18 10,14
N° 10 100 0,15 4,83
N° 11 120 0,125 3,15
N° 12 170 0,088 2,30
N° 13 200 0,075 8,62
N° 14 325 0,045 19,43
Fundo 8,30

4.3 Concentracao de enzimas amiloliticas na hidrolise

Segundo Franco et al. (2001), a taxa de hidrdlise depende principalmente da origem
boténica do amido, do sistema enzimatico utilizado, da temperatura e agitacdo, entre outros

fatores.

Conforme o planejamento experimental definido no item 3.5, os resultados do rendimento

da hidrdlise, ou seja, a conversao do amido, podem ser observados na Tabela 13.



Tabela 13 — Valores utilizados no experimento de hidrélise enzimatica da suspensdo de farinha de batata

doce para variaveis independentes a-amilase e amiloglucosidase, concentracéo final de aglcares e variavel

dependente rendimento

Variaveis independentes

Variavel
dependente

Ensaios | T (g.kg™)
0,5
1
0,5
1
0,39
1,11
0,75
0,75
0,75
0,75
11 0,75
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AMG(g.kg ™)

1
1
2
2
1,5
1,5
0,78
2,22
1,5

1,5
1,5

As (9)
15,85

15,76
19,38
16,98
17,83
17,36
15,02

19,9
16,97
16,95
16,96

Rendimento (%)
65,44
65,07
80,02
70,11
73,62
71,68
62,01
82,16
70,07
69,98
70,02

Onde T= a-amilase em gramas por quilo de matéria seca e AMG= amiloglucosidase em gramas por quilo de

matéria seca.

Os valores apresentados na Tabela 13 para o rendimento de hidrolise foram tratados

estatisticamente, considerando um intervalo de confianca de 95 % (p< 0,05). A analise de

variancia esta apresentada na Tabela 14.

Tabela 14- ANOVA para o rendimento pratico de hidrélise enzimatica da suspensao de farinha de batata-

doce.
ANOVA
GL SQ QM F calculado F tabelado Pr>F
Regressédo 4 210,14 52,53 21,53 4,53 0,0011
Residuos 6 14,64 2,44
Total 10 224,77




Uma regressdo para ndo ser apenas significativa do ponto de vista estatistico, mas
também apresentar valor preditivo, necessita que o valor de F calculado seja de 4 a 5 vezes maior
do que o F tabelado, ou seja, 0 modelo obtido neste ensaio € preditivo ( BOX, DRAPER, 1987):

Analisando estatisticamente o rendimento verificou-se que este foi influenciado
significativamente pelas enzimas e pela interacdo entre elas. Através da Tabela 13 é possivel
observar ainda que os ensaios 1, 4, 9, 10, 11 onde tinha-se a metade das quantidades
amiloglucosidase para as concentragdes de a-amilase, concentracGes indicadas pelo fabricante, o
rendimento foi de aproximadamente em torno de 70%. Quando manteve-se as quantidades de a-
amilase e aumentou-se as quantidades de amiloglucosidase ensaios 3, 8 houve um acréscimo de
10% na conversdo dos agucares.

A equacdo do modelo ajustado para o rendimento é:
R =70,92545- 1,63178 x T + 6,02185 x AMG -2,385 x (T x AMG)

A partir do modelo obtido foi possivel a construcdo do grafico que permitiu visualizar as

melhores condi¢des para a variavel independente, rendimento, conforme mostrou a Figura 2.

Na Figura 2 é possivel observar que a condicdo de melhor rendimento € a que utiliza baixa

concentracdo de a-amilase (0,5) e elevada concentragcdo de amiloglucosidase (2 ).

A agdo sinérgica da a-amilase e amiloglucosidase no processo de hidrolise vem sendo
estudada por diversos pesquisadores em amidos de diferentes origens. Monna et al. (1989)
estudaram a eficiéncia do uso destas duas enzimas em granulos de amido de arroz, sagu e batata e
concluiram que esta combinacdo apresenta bons rendimentos na conversdo do amido a glicose em
todos os substratos. Baseado nesses resultados, 0s autores sugeriram que a existéncia de amilose
no amido pode impedir a digestdo no granulo pela amiloglucosidase sozinha, enquanto a presenca

de a-amilase propicia a hidrolise desse componente evitando a inibicdo da amiloglucosidase

Franco e Ciacco (1987) mostraram que, independentemente da concentracdo de
amiloglucosidase fungica adicionada numa suspensio de amido contendo a-amilase, a
porcentagem de hidrélise aumentou até 25 horas de incubacdo, estabilizando a partir dai. A acéo
sinérgica da amiloglucosidase fiingica e a a-amilase para hidrolise do amido é retardada apenas
pelo decréscimo do peso molecular do substrato, mas em compensacdo é incrementada pelo
aumento da concentragéo de substrato (GUZMAN-MALDONADO; PAREDES-LOPES, 1995).
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Figura 2 — Grafico de superficie de resposta para o rendimento do processo de hidrélise em funcdo das

concentracdes de enzimas.
4.5 Hidrolise da farinha de batata doce

Apos o processo de avaliagdo das melhores concentracdes de enzimas a serem utilizadas
foram realizados testes pilotos para a comprovacdo das respostas obtidas e transferéncia de
volume. Este hidrolisado foi utilizado posteriormente como substrato para 0 processo

fermentativo.

A partir de uma suspensdo de 15L a 18% de matéria-seca, obteve-se 12,5L de hidrolisado
filtrado com 13,7% de acuUcares fermentesciveis ou 1712,5g de acgUcares fermentesciveis, 0

rendimento tedrico seria de 1928,2¢g, em porcentagem o rendimento foi de 88,81%
4.6 Fermentacédo do hidrolisado

Na literatura, varios sdo os fatores, que interferem na qualidade das bebidas alcodlicas
destiladas, a fermentacdo, o método de conducdo do processo fermentativo e a destilagdo, sdo
essenciais na producao de uma bebida de qualidade. No entanto, as leveduras e as condi¢bes de
fermentacdo tém sido apontadas como os fatores que mais influenciam o sabor das bebidas
alcodlicas uma vez que, durante a fermentacdo sdo formados a maioria dos compostos do sabor
(SUOMALAINEN; LEHTONEN, 1979; LEHTONEN; JOUNELA-ERIKSOSON, 1983).



Segundo Horii (1978), dentre as variaveis que exercem efeito significativo sobre o
rendimento ou eficiéncia da fermentacdo estdo a qualidade da matéria-prima, as condicbes
fisioldgicas do indculo e fatores ambientais como pH, nivel inicial de contaminantes, temperatura,
concentra¢do do substrato no mosto, composi¢do nutricional do mosto e concentra¢do do alcool
produzido.

Para testar o comportamento de algumas variaveis foi utilizado um delineamento
experimental composto central rotacional 2° para verificar os efeitos da concentracdo de aglicares
(AR), concentracao de leveduras (nimero de células viaveis) e da temperatura sobre concentracdo
final de células viaveis, brix, teor de alcodis e teor de aglcares, conforme item 3.6.

Os resultados obtidos estdo representados na Tabela 16. A partir destes resultados foi

possivel realizar as analises de regresséo para as variaveis dependentes testadas.



Tabela 16 — Condicgdes experimentais e resultados obtidos para crescimento celular, maltose,

sacarose, glicose, glicerol e etanol e metanol:

Tratamentos Variaveis independentes Variavel dependente

Células viaveis % Células viaveis | Acucares Glicerol | Etanol | Metanol

(inicial) T°C |ART (final-inicial) | Redutores (%) (%) (%) (%)
Tl 1,00E+08 33 13 1,80E+07 2,05 0,02 4,12 0,11
T2 1,00E+08 33 11 2,80E+07 1,02 0,04 2,16 0,09
T3 1,00E+08 27 13 3,10E+07 0,51 0,18 2,31 0,06
T4 1,00E+08 27 11 6,60E+07 0,75 0,01 3,24 0,13
T5 5,00E+07 33 13 5,30E+07 0,64 0,02 3,88 0,09
T6 5,00E+07 33 11 6,25E+07 0,72 0,03 0,26 1,52
T7 5,00E+07 27 13 3,13E+07 1,51 0,08 2,51 0,07
T8 7,50E+07 27 11 1,87E+07 0,31 0,01 1,88 0,04
T9 7,50E+07 30 12 2,50E+07 0,09 0,01 1,40 0,06
T10 7,50E+07 30 12 4,00E+07 0,08 0,01 1,42 0,05
T11 7,50E+07 30 12 5,00E+07 0,06 0,01 1,40 0,03
T12 7,50E+07 30 12 3,10E+07 0,10 0,01 1,42 0,05
T13 7,50E+07 30 12 3,75E+07 0,10 0,01 1,42 0,05
T14 7,50E+07 30 12 4,06E+07 0,09 0,01 1,46 0,05
T15 3,25E+05 30 12 4,69E+08 0,06 0,01 0,81 0,02
T16 1,18E+08 30 12 7,30E+08 0,04 0,01 0,92 0,03
T17 7,50E+07 24,9 12 5,30E+07 0,79 0,05 1,82 0,46
T18 7,50E+07 35,12 12 1,25E+07 0,71 0,01 3,60 0,08
T19 7,50E+07 30| 10,3 2,50E+07 0,24 0,01 1,83 0,04
T20 7,50E+07 30| 137 6,25E+06 0,05 0,01 0,81 0,04




4.6.1 Crescimento celular

Segundo Alves (1994), a viabilidade celular é extremamente importante para o
desenvolvimento do processo fermentativo pois s6 ocorre a producdo de etanol quando ha a
multiplicacdo da levedura.

A andlise de variancia mostrou ter efeito significativo (p>0,05) dos fatores analisados
sobre a concentracdo de leveduras (Anexo 2). Utilizou-se a opgdo “step wise” do programa SAS e
verificou-se que a concentracgdo inicial de leveduras influenciou e teve efeito significativo sobre a
taxa de crescimento celular (Anexo 2).

Equacdo do modelo obtido:

Crescimento = 10822115 + 164749091 x L?- 50414684 x T2

Foi construido o gréafico representado na Figura 4, que mostra o efeito da temperatura
sobre o crescimento celular, seguindo o modelo ajustado (Anexo 2). Os maiores valores de
crescimento celular estdo nas faixas onde a concentracéo inicial de leveduras foi 1,2 x 10° — 1,3 x
10®, em qualquer temperatura testada.

Estes dados estdo alinhados com Lima (2001), que cita as temperaturas Otimas para a
producdo industrial de etanol como sendo as situadas na faixa de 26 - 35°C.

No entanto, considerando o equilibrio entre a multiplicacao celular e a producéo de etanol

é possivel observar que as melhores condi¢fes de concentracao inicial de leveduras esta na
ordem de 4 x 10" a 1 x 10°
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Figura 3 — Grafico de superficie de resposta do crescimento celular em relacdo a temperatura e

concentracdo de leveduras ao final dos processos, onde o teor de agUcares redutores estava no eixo central
(12%).

Stupiello e Horii (1981) afirmaram que a reproducdo de células pode ocorrer até a
temperatura da ordem de 38°C, havendo inibic&o da multiplicagéo a 40°C e na presenca de 8 a 9%
v/v de etanol.

A utilizacdo de leveduras selecionadas tem sido pesquisada, visando um aumento da
produtividade, vantagens tecnologicas e melhoria das caracteristicas sensoriais da cachaca.
(PATARO et al,2000; GUERRA et al,2001; OLIVEIRA, 2001). Moraes et.al. (1997) observou
que durante a multiplicacdo do fermento natural e no decorrer da fermentacao para a producao de

aguardente de cana artesanal a qual varia de 12 - 48h, ha uma sucessao de espécies de leveduras.

4.6.2 Acucares Redutores

Os valores de acUcares redutores representados na Tabela 16 incluem os valores calculados

e analisados estatisticamente de maltose, frutose e glicose.



As leveduras transformaram estes acucares redutores em etanol, e a observacdo destes

valores residuais ao final do processo permite a identificacdo dos tratamentos mais eficazes na
conversao.

4.6.2.1 Glicose

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que a glicose apresentou
valores de concentracdo entre 0,02 e 0,18 % como valores minimos e maximos respectivamente. A
analise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos fatores analisados sobre
a glicose (Anexo 4). Utilizou-se a opgdo “step wise” do programa SAS e verificou-se que a

temperatura, 0 AR e a concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito significativo
sobre a glicose (Anexo 4).

Equacdo do modelo obtido:

Glicose = 0,0203 + 0,0205 x L+-0,0167 x T 2+ 0,0238 x AR?

xii ~~.
Res \
% 1 I; ’ \X \\$§§\~
_ ::1 \$‘§‘

/4

"‘“nfaﬁ”‘" 7 4 ﬁﬁﬁ Bl 0,15
L= B 0,13
o011

[10,09

@ o.07

[ 0,05

I 0.03

Figura 4 — Gréfico de superficie de resposta da concentragdo de glicose em relacdo & temperatura e o teor

de aclcares redutores ao final dos processos, com a concentracéo de leveduras no eixo central (7,5X10°).

Através do gréafico representado na Figura 4 € possivel observar que 0os menores resultados

residuais de glicose sdo obtidos quando a concentracdo de acucares redutores inicial esta na faixa



de 11 — 13% e a temperatura entre 26 — 34°C. Esta concentrago de acticares ndo produz alteracdes
dréasticas na resposta das leveduras devido ao estresse osmdtico que segundo Hohmann (1977)

produz uma perda da quantidade de agua intracelular.
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Figura 5 — Gréfico de superficie de resposta da glicose em relacdo a temperatura e a concentragdo de

leveduras ao final dos processos, com o teor de agUcares redutores no eixo central. (12%).

O grafico representado na Figura 5 demonstra que quando os parametros analisados sdo a
temperatura e a concentracdo de leveduras, os melhores resultados para a glicose residual (0 —
0,12%) sdo obtidos nas faixas de temperatura de 26 - 34°C e concentracio inicial de leveduras
entre 2x10” — 1x10°.

Na Figura 6 o grafico representado correlaciona as variaveis agucares redutores e
concentracdo de leveduras na faixa de temperatura central (30°C) e observa-se a comprovacao dos
resultados analisados nos graficos anteriores de glicose, demonstrando que as melhores condic6es
seriam para concentragdes iniciais na faixa de 11-13% e concentracdo de leveduras de 2x10 a
1x10°.
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Figura 6 — Grafico de superficie de resposta da glicose em relacdo teor de AR e a concentracdo de

leveduras ao final dos processos, com a temperatura no eixo central (30°C).
4.6.2.2 Maltose

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que a maltose
apresentou valores de concentracdo entre 0 e 0,77 % como valores minimos e mMaximos
respectivamente. A analise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos
fatores analisados sobre a maltose (Anexo 3). Utilizou-se a opgdo “step wise” do programa SAS ¢
verificou-se que a temperatura, 0 AR e a concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito
significativo sobre a maltose (Anexo 3).

Equacdo do modelo obtido:

Maltose = 0,0696 + 0,2016 x T -0,0875 x AR*+ 0,1295 x L

Através do gréafico representado na Figura 7 foi possivel identificar que os maiores
residuos de maltose ao final do processo fermentativo sdo encontrados quando a fermentacdo
iniciou com o0s acUcares redutores nas faixas mais baixas de 10 a 11% e as temperaturas

encontravam-se entre 25-32°C.
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Figura 7 — Grafico de superficie de resposta para a maltose em relacdo a temperatura e o teor de agucares
redutores ao final dos processos, com a concentracdo de leveduras no eixo central (7,5 X 107).
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Figura 8 — Gréfico de superficie de resposta para a maltose em relacdo a temperatura e a concentragdo de
leveduras ao final do processo, com o teor de agucares redutores (12%).



O gréfico representado na Figura 8, demonstra que os maiores valores residuais de maltose

(0,3-0,4%) foram encontrados quando as quantidades iniciais de leveduras estavam acima de 1,1 x

10® e com a temperatura na faixa de 26-34°C.
4.6.2.3 Frutose

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que a frutose apresentou

valores de concentracdo entre 0 e 0,14 % como valores minimos e maximos respectivamente. A

analise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos fatores analisados sobre

a frutose (Anexo 5). Utilizou-se a opgdo “step wise” do programa SAS e verificou-se que a

temperatura e a concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito significativo sobre a

frutose (Anexo 5).

Equacdo do modelo obtido:

Frutose = 0,0345+0,0198 x L+0,0263 x L*T
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Figura 9 — Gréfico de superficie de resposta para a frutose em relacdo a temperatura e a concentracdo de

leveduras ao final do processo, com teor de AR o eixo central (12%).



Na Figura 9 através do gréfico representado foi possivel observar que os menores valores
residuais de frutose sdo obtidos quando a temperatura esta na faixa de 24-30°C e a concentracio

de leveduras entre 2x10° — 1,1x108.

A partir da andlise dos resultados obtidos através dos gréficos de maltose, glicose e frutose
foi possivel considerar que para o melhor consumo destes agUcares redutores iniciais contidos no
mosto deste substrato sdo necessérias as seguintes condicdes: concentracdo de levedura 5x10° —
1x10%, AR inicial 11-13% e temperatura na faixa de 26 — 34°C.

Para Lima (2001) as temperaturas 6timas de fermentago estdo entre 26 — 35°C, conforme
mencionado anteriormente, entretanto o mesmo autor alerta que a medida que a temperatura
aumenta ha também um aumento na velocidade da fermentacdo, deixando a levedura mais

sensivel a toxidez do etanol.
4.6.3 Glicerol

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o glicerol
apresentou valores de concentracdo entre 0,01 e 0,18 % como valores minimos e maximos
respectivamente. A analise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos
fatores analisados sobre o glicerol (Anexo 6). Utilizou-se a opgdo “step wise” do programa SAS ¢
verificou-se que a temperatura e 0 AR influenciaram e tiveram efeito significativo sobre o glicerol
(Anexo 6).

Equacdo do modelo obtido:

Glicerol = 0,0275 - 0,0174 x T+0,0154 x AR —0,0338 x T*AR
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Figura 10 — Grafico de superficie de resposta para o glicerol em relacdo a temperatura e o teor de agucares
redutores ao final do processo, com a concentracio de leveduras o eixo central (7,5 x 10).

Analisando o gréafico representado na Figura 10 observa-se que 0s menores valores de
glicerol séo obtidos quando o AR inicial esta na faixa de 10 — 13% e a temperatura variando entre
28 - 36°C.

Os resultados condizem com Gutierrez (1991), onde afirma, que dentre outros fatores a

formacdo de glicerol é fortemente influenciada pela temperatura e concentracéo de agucares.

4.6.4 Etanol

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o etanol apresentou
valores de concentracao entre 0,56 e 4,12 % como valores minimos e maximos respectivamente. A
analise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos fatores analisados sobre
0 etanol (Anexo 7). Utilizou-se a opgdo “step wise” do programa SAS e verificou-se que a
temperatura e 0 AR influenciaram e tiveram efeito significativo sobre o etanol (Anexo 7).

Equacdo do modelo obtido:

Etanol = 1,5012 + 0,6325 x T2+0,7350 X AR*T
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Figura 11 — Grafico de superficie de resposta para a producdo de etanol em relacdo a temperatura e o teor

de aclcares redutores ao final do processo, com a concentracéo de leveduras o eixo central (7,5 x 107).

Através do grafico representado na Figura 11, observa-se que nas condicdes de
temperaturas mais baixas, 24 - 28°C, a maior producdo de etanol ocorreu com concentracoes
iniciais de AR entre 10 - 11,5%, sendo o inverso verdadeiro quando as concentracdes de AR

estavam entre 12 — 14% os melhores valores de etanol foram encontrados com temperaturas entre
33-35°C.

O teor de etanol na concentragdo de 56,6 g.L™ inibe o crescimento celular tornando a
membrana celular permeavel a prétons e conseqiientemente acidificando o seu citoplasma. A
célula produz trealose e afeta a produtividade em etanol. (d’AMORE; STEWART,1987)

4.6.5 Metanol

O metanol pode ser produzido durante os estadgios da fermentacdo, entretanto é um
composto indesejavel ao produto final, devido a sua alta toxicidade.

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o metanol
apresentou valores de concentragdo entre 0,02 e 0,52 % como valores minimos e maximos

respectivamente. A analise de regressdo mostrou nao ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos
fatores analisados sobre o metanol (Anexo 8).



Analisando-se os resultados dos 20 ensaios realizados e considerando a producdo de
etanol, foi possivel elaborar a Tabela 16 com as melhores condi¢bes de fermentagdo para o
substrato testado, considerando cada varidvel dependente e as influéncias quando significativas

das variaveis independentes. Os valores das variaveis independentes estdo expressos em faixas.

Tabela 16 — Melhores intervalos de concentracdo inicial de levedura, aglUcares redutores e

temperaturas observados nos ensaios fermentativo.

Concentracéo de Leveduras AR (%) Temperatura (°C)

(n° de células viaveis)

Taxa de crescimento celular (>) 4X10"-1x10° e 24-35
BrixFinal (<) e 27 - 33
Glicose (<) 2X10"—1x10° 11-13 26 - 34
Frutose (<) 2X10'-1,1x10° - 24-30
Maltose (<) 2X 10" -5x 10’ 12-13 33-36
Glicerol (<) e 10-13 28 - 36
Etanol (> e 10-11,5 24 - 28

12-14 33-35
Melhores Condicdes 5X10"-1x10° 12-13 33-35

Porém, a utilizacdo deste substrato prevé um destino mais nobre, a producdo de bebida,
para tanto além da producdo de etanol € preciso verificar a formacdo de compostos secundarios,
que por vezes sdo interessantes em outras ndo. A avaliacdo destas variaveis dependentes permitira

uma faixa ainda mais restrita das melhores condicdes.

Apos o processo fermentativo os vinhos dos 20 ensaios foram destilados e seus produtos
analisados conforme as seguintes variaveis dependentes: alcool isoamilico, n-butanol, terc-
butanol, alcool butirico, isopropanol, acetato de etila, metil éster, acetonitrila, acetaldeido,
benzaldeido, hidroximetil furfural, butiraldeido, valeraldeido, heptaldeido, formaldeido,
propanaldeido, acetona e butanona. Destes ndo foram detectados: alcool isoamilico, n-butanol,

metil éster, acetona, butanona.

4.7 Compostos secundarios
O processo de fermentagdo passa pelo desdobramento dos aglcares presentes no mosto

com a formacdo de dois produtos principais alcool etilico e dioxido de carbono. Além desses,



normalmente ha a formacdo de pequenas quantidades de outros compostos 0s quais recebem a
denominacdo de compostos secundarios. Sdo estes produtos que diferem uma bebida destilada de
uma simples solucdo alcoolica.(CARDOSO, 2001)

Um bom equilibrio entre os compostos secundarios é essencial para a producdo de uma
bebida de qualidade.(CARDOSO, 2001)

Os compostos secundarios, responsaveis pelo aroma ou “bouquet” das bebidas, pertencem
as seguintes classes: aldeidos, alcoois superiores, ésteres, furfural, lactonas, cidos organicos entre
outros.(LEHTONEN; JOURNELA-ERIKSSON, 1983)

Os resultados obtidos nos destilados para compostos secundarios foram analisados
conforme itens 3.6.4.2 e 3.6.4.3 e estdo representados na Tabela 17. A partir destes resultados foi
possivel realizar as analises de regressdo para as variaveis dependentes testadas.

Os resultados foram analisados estatisticamente um a um conforme segue.



Tabela 17 - CondicgBes experimentais e resultados obtidos para 0s compostos secundarios testados,
acetaldeido, benzaldeido, butiraldeido, formaldeido, heptaldeido, hidroxi metil furfural,

valeraldeido, acetato de etila, acetonitrila, &lcool butirico,isopropanol, terc-butanol:

Tratamentos | Variaveis independentes | Variaveis dependentes compostos secundario (mg.L™)

Concentracdo % Iso-

de leveduras | T°C |AR |ACE|BEN |BUT |FOR |HEP |HMF | VAL | AcEt| ACETO | Btiri | propa| T-Bol
T1 1,00E+08 33 | 13 |0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00|0,00|0,00|000)334| 000 |052]103]| 0,00
T2 1,00E+08 33 | 11 | 0,11 |113,30| 0,00 [24,95|13,20| 0,00 | 0,00 | 3,27 | 0,00 |[0,00| 1,28 | 0,00
T3 1,00E+08 27 | 13 | 0,00 | 94,46 | 0,00 |81,45| 2,15 | 0,00 | 0,00 | 2,213 | 0,00 |[0,00| 0,50 | 0,96
T4 1,00E+08 27 | 11 |{0,00| 92,91 | 0,00 | 0,00 | 8,01 | 0,00 | 0,00 |545| 0,34 |0,00| 1,25 | 0,00
T5 5,00E+07 33 | 13 | 0,00|103,87| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |1,87| 0,28 |0,00| 0,00 | 0,00
T6 5,00E+07 33 | 11 |0,00| 0,00 | 0,00 |78,79| 0,00 | 0,00 | 8,45 |1,24| 0,00 |0,43| 0,16 | 0,00
T7 5,00E+07 27 |13 |0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |31,99|/361| 0,00 |0,00]| 041 | 0,00
T8 5,00E+07 27 | 11 | 0,00| 69,79 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,02 | 0,00 | 2,16 | 0,00 |0,00| 0,00 | 0,00
T9 7,50E+07 30 | 12 | 6,20| 0,00 |52,48| 0,00 |26,92| 0,00 | 0,00 |1,35| 0,00 |0,00| 0,60 | 0,00
T10 7,50E+07 30 | 12 [ 6,23 | 0,00 |49,85| 0,00 [21,57| 0,00 | 0,00 | 0,90 | 0,00 [0,00| 0,56 | 0,00
T11 7,50E+07 30 | 12 | 560| 0,00 |49,06| 0,00 |23,32| 0,00 | 0,00 |0,30| 0,00 |0,00| 0,42 | 0,00
T12 7,50E+07 30 | 12 | 6,20| 0,00 |53,09| 0,00 |21,55]| 0,00 | 0,00 |1,37| 0,00 |0,00] 0,37 | 0,00
T13 7,50E+07 30 | 12 | 6,64| 0,00 [51,18| 0,00 | 25,45/ 0,00 | 0,00 | 1,30 | 0,00 |0,00] 0,36 | 0,00
T14 7,50E+07 30 | 12 | 6,52 | 0,00 [49,24| 0,00 |22,92]| 0,01 | 0,00 | 1,44| 0,00 |0,00] 0,40 | 0,00
T15 3,25E+07 30 | 12 | 0,08| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,22 | 0,00 0,00 0,00 |0,00] 0,40 | 0,00
T16 1,18E+08 30 | 12 |0,04| 6,82 |57,17| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,97 | 0,19 |0,31] 0,00 | 0,40
T17 7,50E+07 | 249 | 12 |285| 0,00 | 0,00 |85,77| 8,84 | 0,00 | 3,80 |0,63| 0,20 |0,34| 1,32 | 0,00
T18 7,50E+07 |35,12| 12 | 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 3,46 | 0,00 | 0,00 | 2,67 | 0,24 |0,40| 0,81 | 0,00
T19 7,50E+07 30 |10,3|0,00| 69,84 |69,84|12,80|12,27| 0,00 | 0,00 | 3,53 | 0,00 |[0,00| 0,32 | 1,68
T20 7,50E+07 30 |13,7/0,00| 0,00 | 0,00 |90,99|12,51| 0,00 | 0,00 |1,38| 0,00 |0,00| 0,32 | 0,00

ACE:acetaldeido,BEN:benzaldeido, BUT: butiraldeido,FOR:formaldeido, HEP:heptaldeido,HMF:
hidroximetil furfural, VAL: valeraldeido, AcET: acetato de etila,ACETO: acetonitrila, Btiri: alcool butirico,

Iso-propa: isopropanol, T-Bol: terc-butanol



4.7.1 Aldeidos

Os aldeidos sdo compostos resultantes da oxidacdo parcial ou desidrogenacdo de alcoois
primarios. Aldeidos com até oito atomos de carbono, possuem um “threshold” muito baixo
apresentando aromas penetrantes e enjoativos e por isso sendo indesejaveis em bebidas destiladas,
sdo os chamados “off-flavours”. Acima de 10 4tomos de carbono apresentam aroma agradavel.
(BERRY,1995; MAIA, 1994).

As concentracbes de aldeidos obtidas nos 20 tratamentos mostraram variagdes
quantitativas e este fato pode estar relacionado as observac6es realizadas por Horii, Ribeiro (1999)
que durante experimentos sobre potencialidades de linhagens de leveduras Saccharomyces
cerevisae, observaram que a concentracdo de aldeidos, nos trés tratamentos utilizados, variou de
forma crescente com a fase exponencial de crescimento, ap6s a qual ocorreu diminuigdo da
concentracdo, observando-se picos de concentragdo apds o ponto de maxima produtividade de
etanol. Uma hipoOtese para as variaghes quantitativas pode estar no fato de que nos ensaios

realizados o tempo de fermentacéo foi fixado em 16h para todos os tratamentos.

4.7.1.1 Acetaldeido

Os resultados obtidos nos ensaios realizados para acetaldeido apresentaram concentragdo
entre 0,04 e 6,64 mg.L™ como valores minimos e maximos respectivamente. A analise de
regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos fatores analisados sobre o
acetaldeido (Anexo 9).

O acetaldeido tende a desaparecer durante a fermentacdo pela oxidacdo em &cido aceético,
como citado em Yokoya (1995), os aldeidos, principalmente o acetaldeido, sdo co-produtos
normais da fermentacéo alcoolica.

Utilizou-se a opgdo “step wise” do programa SAS e verificou-se que a temperatura, o teor
de acUcares redutores e a concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito significativo
sobre o acetaldeido (Anexo 9).

No grafico representado na Figura 12, observamos que os maiores valores de acetaldeido
sdo obtidos quando a faixa de temperatura esta entre 26 — 34°C, e a concentracdo inicial de AR
entre 10,5 — 13,5%.
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Figura 12 — Gréfico de superficie de resposta para a producdo de acetaldeido em relacdo a temperatura e o

teor de acgUcares redutores ao final dos processos, com a concentracdo de leveduras o eixo central (7,5 x
107).

Na Figura 13 o gréafico representado demonstra que 0s maiores resultados para acetaldeido

s30 obtidos nas faixas de temperatura de 26 — 34°C semelhante ao gréfico anterior, e quando a

concentracdo iniciais de células viaveis varia entre 3 x 10" — 1,1 — 105,



Bl 3mgL?
Bl 2mgL?
B 1mg.L?

Figura 13 — Gréfico de superficie de resposta para a producdo de acetaldeido em relacdo a temperatura e a

concentracao de leveduras ao final do processo, com o teor de aglcares redutores o eixo central (12%).

Equacdo do modelo obtido:
Acetaldeido= 5,20 — 1,85 x L% 1.37 x T> — 1,88 x AR?

4.7.1.2 Benzaldeido

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o benzaldeido
apresentou valores de concentracéo entre 6,82 e 113,3 mg.L™ como valores minimos e maximos
respectivamente. A analise de regressdo mostrou néo ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos

fatores analisados sobre o benzaldeido (Anexo 10).
4.7.1.3 Butiraldeido

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o butiraldeido
apresentou valores de concentracéo entre 49,06 e 69,84 mg.L™ como valores minimos e maximos
respectivamente. A analise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos

fatores analisados sobre o butiraldeido (Anexo 10).



Utilizou-se a opgao “step wise” do programa SAS e verificou-se que a temperatura, o teor
de acucares redutores e a concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito significativo
sobre o butiraldeido (Anexo 11).

Equacdo do modelo obtido:

Butiraldeido= 51,44 + 7,04 x L- 8,6 X AR — 11,95 x L2 — 22,05 x T> — 9,7x AR?

Il 70mg/L
Il 60mg/L
I 50mg/L
[ 40mg/L
[ 30mg/L
[ 20mgiL

Figura 14 — Grafico de superficie de resposta para a producdo de butiraldeido em relacéo a temperatura e a

concentracgdo de leveduras ao final do processo, com o teor de agUcares redutores no eixo central (12%).

Na Figura 14 o grafico representado mostra que os maiores valores de butiraldeido
ocorreram quando a temperatura estava na faixa de 26 — 34 °C, em todas as concentragdes iniciais

de leveduras.
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I 60mg.L?
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Figura 15 — Grafico de superficie de resposta para a producéo de butiraldeido em relagdo a temperatura e 0

teor de aclcares redutores ao final do processo, com a concentragéo de leveduras o eixo central (7,5 x 10).

Analisando o grafico da Figura 15 é possivel observar a semelhanca ao comportamento do
gréfico anterior, pois 0s maiores valores de butiraldeido ocorreram quando a temperatura estava na

faixa de 26 — 34 °C, em todas as concentracdes iniciais de aglicares redutores.
4.7.1.4 Formaldeido

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o formaldeido
apresentou valores de concentracio entre 12,8 e 90,99 mg.L™ como valores minimos e maximos
respectivamente. A analise de regressdo mostrou ndo ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos

fatores analisados sobre o formaldeido (Anexo 11).

4.7.1.5 Heptaldeido

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o heptaldeido
apresentou valores de concentracao entre 2,15 e 26,92 mg.L™ como valores minimos e maximos
respectivamente. A analise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos

fatores analisados sobre o heptaldeido (Anexo 12).



Utilizou-se a opgao “step wise” do programa SAS e verificou-se que a temperatura, 0s
acucares redutores e a concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito significativo
sobre o heptaldeido (Anexo 12).

Equacdo do modelo obtido:

Heptaldeido= 23,69 + 1,71 x L- 1,36 X AR — 8,8 x L — 6,64 x T* — 4,44 x AR?*- 2,38 L*AR

Il 15mg.L?
I 10mg.L?
[ 5mg.L?

Figura 16 — Grafico de superficie de resposta para a producdo de heptaldeido em relacdo a temperatura e o
teor de agUcares redutores ao final do processo, com a concentracio de leveduras o eixo central (7,5 x 107).

Na Figura 16 o grafico representado mostra que os maiores valores de butiraldeido
ocorreram quando a temperatura estava na faixa de 28 — 32 °C, e as concentragdes iniciais de

acucares redutores entre 11 — 13%.

Analisando o grafico da Figura 17 é possivel observar que os maiores valores de
butiraldeido ocorreram na mesma faixa de temperatura do grafico anterior (28 — 32 °C), para

concentracdes iniciais de células viaveis de 2 x 10" — 7 x 10",



Il 25mg.L!
Bl 20mg.L?
A 15mg.L?
[ 10mg.L?
[ 5 mg.L?

Figura 17 — Gréfico de superficie de resposta para a producdo de heptaldeido em relacdo a temperatura e a

concentracao de leveduras ao final do processo, com temperatura o eixo central (12%).
4.7.1.6 Hidroximetil furfural

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o hidroximetil
furfural apresentou valores de concentracio entre 0,01 e 0,12 mg.L™ como valores minimos e
maximos respectivamente. A analise de regressao mostrou ter ocorrido efeito significativo
(p>0,05) dos fatores analisados sobre o hidroximetil furfural (Anexo 13).

O hidroximetil furfural tem efeito toxico inibidor do crescimento celular em leveduras e
sua presenga tem origem na degradacdo de monossacarideos em meio &cido.(d’AMORE
;STEWART,1987)

Utilizou-se a opgdo “step wise” do programa SAS e verificou-se que a temperatura e a
concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito significativo sobre o hidroximetil
furfural (Anexo 13).

Equacdo do modelo obtido:

Hidroximetil furfuraldeido= - 0,0045 -0,016 x L+ 0,017 x L2



Il 0,0937 mg.L?
Il 0,08 mg.L?
[ 0,06 mg.L?
[ 0,04 mg.L?
[ 0,02 mg.L?

Figura 18 — Gréfico de superficie de resposta para a producdo de hidroximetil furfural em relagdo a

temperatura e a concentracdo de leveduras ao final do processo, com o teor de AR o eixo central (12%).

O grafico de Figura 18 demonstra que as menores concentracdes de hidroximetil furfural
ocorrem quando a concentracdo inicial de leveduras varia entre 5 x 107 — 1,3 x10% e as

temperaturas se encontram na faixa de 25 — 35°C.
4.7.1.7 Valeraldeido

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o valeraldeido
apresentou valores de concentragdo entre 3,8 e 31,99 mg.L™ como valores minimos e maximos,
respectivamente. A analise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos
fatores analisados sobre o propanaldeido (Anexo 14).

Utilizou-se a opgao “step wise” do programa SAS e verificou-se que a temperatura, o teor
de acUcares redutores e a concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito significativo
sobre o valeraldeido (Anexo 14).

Equacdo do modelo obtido:

Valeraldeido= 2,21 + 2,96 x L- 5,05 x T "AR
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Figura 19 — Producéo de valeraldeido em relacdo a concentracdo de leveduras ao final do processo.

Na Figura 19 observa-se o grafico que demonstra o comportamento linear da concentracao
inicial da levedura, observa-se que menores concentracdes iniciais de levedura influenciam a
formacdo de maiores quantidades de valeraldeido. Sendo que as menores quantidades de
valeraldeido s&o obtidas quando as concentracdes de leveduras iniciam a partir de 7,5 x 10”.

O grafico representado na Figura 20 mostra duas faixas de menores valores de
valeraldeido, quando as temperaturas est&o entre 24 - 28°C e as concentragdes inicias de agticares
redutores entre 10 — 12%, e quando as temperaturas variam entre 29 — 36°C e as concentracdes

inicias estdo entre 12,5 — 14%.

A legislacdo brasileira estabelece valores para alguns componentes secundarios, para o
acetaldeido principal aldeido presente em destilados o valor maximo permitido é de 30mg/100mL

de alcool anidro ja para furfural o valor maximo é de 5mg/100mL de alcool anidro.
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Figura 20 — Grafico de superficie de resposta para a producédo de valeraldeido em relacdo a temperatura e o

teor de acucares redutores ao final do processo, com a concentracdo de leveduras no eixo central (7,5 X

107).

Os valores obtidos nos tratamentos se referem ao total de compostos presentes no mosto,
uma vez que ndo houve separacdo de cabeca, coracdo ou cauda. Quando os valores representados
na Tabela 18 sdo expressos em mg para cada 100mL de alcool anidro, dos 20 tratamentos, 5
ultrapassaram os valores permitidos para acetaldeido e apresentaram valores entre 40 —
46,76mg.100mL™. Dato et al (2005), analisando os compostos secundarios produzidos por
Saccharomyces cerevisae no mosto, observaram a produgdo de 43,76mg.100mL™ anidro de
acetaldeido, semelhante aos resultados encontrados.

Nos 20 ensaios os resultados obtidos para furfurais quando expressos em mg/100mL de

&lcool anidro variaram entre 0,07 e 1,48mg.100mL™ de &lcool anidro ndo ultrapassando em

nenhum caso o limite estabelecido.
4.7.2 Esteres

4.7.2.1 Acetato de Etila
Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o acetato de etila

apresentou valores de concentracdo entre 0,63 e 5,45 mg.L™ como valores minimos e maximos



respectivamente. A andlise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos
fatores analisados sobre o acetato de etila (Anexo 15).

Utilizou-se a opgao “step wise” do programa SAS ¢ verificou-se que a temperatura, o teor
de acucares redutores e a concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito significativo
sobre o acetato de etila (Anexo 15).

Equacdo do modelo obtido:

Acetato de Etila= 1,11 + 0,5 x L+0,46 x T2 + 0,75x AR? — 0,66 x L*AR

Il 5 mg.Lt
[ 4 mg.Lt
[13mg.L?
B 2 mg.Lt

Figura 21 — Gréfico de superficie de resposta para a producéo de acetato de etila em relagdo a temperatura
e o teor de agucares redutores ao final do processo, com a concentracéo de leveduras o eixo central (7,5 x
107.

Analisando o gréafico representado na Figura 21 é possivel observar que 0os menores valores
de acetato de etila sdo obtidos quando a concentracdo inicial de acuUcares redutores esta na faixa de

11 — 13 % e a temperatura entre 26 — 34 °C.



Il 5mg.Lt
Bl 4 mg/L

[ 3mg.L?
1 2mg.Lt
B 1 mg.Lt
Il Omg.L?

Figura 22 — Grafico de superficie de resposta para a producdo de acetato de etila em relacdo a
concentracdo de leveduras e o teor de AR ao final do processo, com a temperatura no eixo central (30 °C).

Na Figura 22, o grafico representado mostra que 0s menores valores de acetato de etila
foram observados quando a concentracdo inicial esta na faixa de 11 — 13% conforme o gréafico
anterior e a concentracéo inicial de leveduras variou entre 2 x 10" — 8 x10".

A legislacdo brasileira determina como valores maximos para acetato de etila 200mg.100
mL™ de 4lcool anidro, quando os valores obtidos nos 20 tratamentos s&o expressos em mg.100mL’
! de alcool anidro eles variam de 2,14 a 47,69mg.100 mL™ de alcool anidro ndo ultrapassando os

valores permitidos para este éster.
4.7.3 Cetonas
4.7.3.1 Acetonitrila

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que a acetonitrila
apresentou valores de concentracdo entre 0,19 e 0,34 mg.L™ como valores minimos e maximos
respectivamente. A analise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos

fatores analisados sobre a acetonitrila (Anexo 16).



Utilizou-se a opgao “step wise” do programa SAS e verificou-se que a temperatura, o teor
de acucares redutores e a concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito significativo
sobre a acetonitrila (Anexo 16).

Equacdo do modelo obtido:

Acetonitrila= -0,005 + 0,03 x L + 0,03 x L? + 0,07 x T?-0,078 x L*T — 0,078 x L*AR + 0,077 x T * AR

I 05mg.L?
I 0,4 mg.L?
[ 0,3mg.L?
[]0,2mg.L?
[ 0,1mg.L?
I omg.L?

Figura 23 — Gréfico de superficie de resposta para a producao de acetonitrila em relagdo a temperatura e o
teor de actcares redutores ao final do processo, com concentracéo de leveduras no eixo central (7,5 x 107).
Na Figura 23 o grafico representado mostra duas faixas onde sdo obtidos os melhores
resultados quando a temperatura est4 entre 24 — 34 °C e a concentracdo de acucares redutores
iniciais entre 12,5 — 14%. A outra faixa de menores resultados esta quando a temperatura é de 28 —

36°C e a concentracdo inicial de actcares redutores na faixa de 10 — 12 %.
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Figura 24 — Grafico de superficie de resposta para a producdo de acetonitrila em relacdo a temperatura e

concentracao de leveduras ao final do processo, com o teor de agucares redutores no eixo central (12%).

Analisando o grafico da Figura 24 é possivel observar que 0s menores valores de
acetonitrila ocorreram na faixa de temperatura (28 — 32 °C), para concentracdes iniciais de células

vidveis de 2 x 10" — 7 x 10"
4.7.4 Alcoois Superiores

Segundo Amerine et al (1972), os alcoois superiores sd@o importantes ndo apenas pelos seus
odores caracteristicos mas também pela acdo solvente sobre outras substancias aromaticas

interferindo nos graus de volatilidade destas.

A quantidade maxima de alcoois superiores é produzida a 25-30°C, em cultivos agitados,
com in6culo elevado, em mostos contendo altas concentragdes de aminoacidos e substancias
insoluveis (KORHOLA et al., 1989).
4.7.4.1Alcool Butilico

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o alcool butirico
apresentou valores de concentracdo entre 0,31 e 0,52 mg.L™ como valores minimos e maximos
respectivamente. A analise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos

fatores analisados sobre o alcool butirico (Anexo 17).



Utilizou-se a opgao “step wise” do programa SAS ¢ verificou-se que a temperatura, o teor
de acucares redutores e a concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito significativo
sobre o alcool butirico (Anexo 17).

Equacdo do modelo obtido:

Alcool butirico= 0,02 + 0,076 x T+0,11 x T? + 0,11x L*AR

Il 05mg.L?
I 0,4 mg.L?
[ 0,3mg.L?
[J]0,2mg.lL?
[ 0,1 mg.L?
Il 0 mg.L?

Figura 25 — Grafico de superficie de resposta para a produgdo de alcool butirico em relagdo ao aglcares

redutores e a concentracdo de leveduras ao final do processo, com a temperatura no eixo central (30°C).
Observando o grafico representado na Figura 25 é possivel constatar que 0s menores

valores de alcool butirico sdo encontrados quando a quantidade de agUcares redutores inicial esta

entre 12 — 14 % e a concentragdes iniciais de leveduras entre 6 x 10’ — 1x10°.



I 0,4 mg.L?
[ 0,3 mg.L?
[]0,2mg.L?
[ 0,1 mg.L?

Figura 26 — Grafico de superficie de resposta para a producéo de alcool butirico em relacdo a temperatura
e o teor de acucares redutores ao final do processo, com a concentracdo de leveduras no eixo central (7,5 X
107).

Analisando o grafico representado na Figura 26 observa-se que 0s menores resultados de
alcool butirico sdo encontrados quando a temperatura varia entre 26 — 34°C, independente da

concentracdo inicial de acUcares redutores
4.7.4.2 1so-propanol

Horii, Boza (1998), observaram que os teores de acidez e n-propanol influenciam
negativamente o flavour de aguardentes.

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o isopropanol
apresentou valores de concentracio entre 0,16 e 1,32 mg.L™ como valores minimos e maximos
respectivamente. A analise de regressdo mostrou ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos
fatores analisados sobre o iso-propanol (Anexo 18).

Utilizou-se a opgao “step wise” do programa SAS e verificou-se que a temperatura, o teor
de acUcares redutores e a concentracdo de leveduras influenciaram e tiveram efeito significativo

sobre o isopropanol (Anexo 18).



Equacdo do modelo obtido:

Isopropanol= 0,355 + 0,21 x L+0,24 x T2

-

ﬁg e o Lot Lt 2 g e D=

MM

Il 1.6 mg.L?
B 1,4 mg.L?
e ; I 1,2 mg.L?
e [ 1 mg.L?
[ 0,8mg.L?
[] 0,6 mg.Lt
[ 0,4 mg.L?
[ 0,2 mg.L?
Il 0 mg.L?

Figura 27 — Gréfico de superficie de resposta para a producéo de iso-propanol em relacdo a temperatura e a
concentracdo de leveduras ao final do processo, com o teor de agucares redutores no eixo central (12%).

Analisando o grafico representado na Figura 27 é possivel observar que 0s menores
resultados de iso-propanol sdo obtidos quando a temperatura esta na faixa de 26 — 34°C e a
concentracdo inicial de leveduras é de 2 x 107 — 8 x 10",

A melhor faixa de temperatura para baixos valores dos alcoois butirico e iso-propanol foi a
mesma.

4.7.4.3 Terc-butanol

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados mostraram que o terc-butanol
apresentou valores de concentracéo entre 0,40 e 1,68mg.L™ como valores minimos e maximos

respectivamente. A analise de regressdo mostrou ndo ter ocorrido efeito significativo (p>0,05) dos
fatores analisados sobre o terc-butanol (Anexo 19).

Com base nos resultados obtidos através dos graficos elaborados a partir das analises

estatisticas foi possivel elaborar a Tabela 18 com as melhores condic¢Bes considerando a producao



de bebida a partir deste substrato, dentro dos parametros testados. Para tanto foram observadas as
faixas onde os compostos de menor interesse eram produzidos em menores quantidades e vice

versa.

Tabela 18 — Melhores condi¢cdes de fermentacdo considerando as variaveis testadas para a

producéo de bebidas.
Concentracéo de Leveduras AR (%) Temperatura (°C)
(n° de células viaveis)

Taxa de crescimento celular (>) 4X100-1x10° - 24 -35
Glicose (<) 2X10"-1x10° 11-13 26 -34
Frutose (<) 2X10'-1,2x10° - 24-30
Maltose (<) 2X 10" -5x 10’ 12-13 33-36
Glicerol (<) e 10-13 28 - 36
Etanol >) e 10-11,5 24 - 28
12-14 33-35
Acetaldeido (<) 3X10"-1,3x10° 10,5-135 26 -34
Butiraldeido(<) e 24 - 26
34 -36
Heptaldeido(<) 9X10"-1,3x10’ 10- 11 24 - 28
11- 14 33-36
Hidroxi metil furfural (<) 5X10"-1,3x10° = - 25-35
Valeraldeido (<) 7,5X10"-1,3x10° 10-12 24 - 28
12,514 29 - 36
Acetato de Etila (<) 2X10"-8x10’ 11-13 26— 34
Acetonitrila (<) 2X10"-7x10° 10-12 24 -34
12,514 28 - 36
Alcool Butirico (<) 2X10'-1,3x10° - 27-34
Isopropanol (<) 2X10'-8x10" e 26 —34
Melhores Condigdes 5X 10" —1 x 10° 125-135 33-34

Com o proposito de relacionar os dados obtidos e obter as melhores condi¢Ges observou-se
gue em alguns casos ndo era possivel obter os melhores resultados para todos os compostos.

Por exemplo, analisando a concentracdo inicial de leveduras, o mais indicado € iniciarmos
em 5x10’, pois das 17 condicBes, 15 delas indicam que a faixa pode iniciar nesta concentracéo,

ficando apenas o heptaldeiido e o valeraldeido fora destas concentragdes iniciais, entretanto



observando os graficos dos mesmos aldeidos quando eles iniciam nesta faixa suas concentraces
sd0 respectivamente (2,5mg.100mL™ e acima de 0,8mg.100mL™). Esta faixa de concentracio
inicial de leveduras pode ir até 1 x 10°, contemplando a maioria dos compostos.

Ao observar as condi¢cdes tanto de agucares redutores como de temperatura, nota-se a
existéncia de duas faixas para alguns compostos, desta forma os valores que representam a maioria
foram considerados melhores.

Estes dados servirdo como base para o0 ensaio piloto na producdo de bebida destilada.

4.8. Producéo do destilado

Utilizando as condi¢6es consideradas dentre as melhores faixas encontradas nos ensaios de
fermentacdo, foram obtidos a partir de 13L de hidrolisado filtrado, apos a fermentacdo e
destilagéo, 2L de destilado com graduacdo alcoodlica de 35°GL

Na Tabela 19, estdo representados os valores encontrados nas analises de ésteres e alcodis

para o destilado de batata-doce e 0 Soju, em comparacdo com a legislacéo brasileira.

Tabela 19 — Comparacdo dos valores obtidos para esteres e alcoois entre o destilado de batata-

doce e 0 Soju em relacdo a legislacao.

Destilado de Soju (mg.100mL™) Legislacdo
batata-doce (mg.100mL™)
(mg.100mL™)

n-butanol - -
Terc-butanol - - -
butilico 40 - -
metanol 4 - 20
isoamilico 1 - -
isopropanol 11 - -
Metil éster - -

Acetonitrila - -

Acetato de etila 40 - 200

Né&o foram encontrados aldeidos, no destilado de batata-doce e nem no Soju.
E possivel observar que as condigdes utilizadas sdo semelhantes as testadas no tratamento
T1(Tabela 17), onde também ndo foi detectada a presenca de nenhum aldeido. A presencga de

acetato de etila, alcool butirico e Iso-propanol também foram detectadas neste tratamento, apenas



a presenca de alcool isoamilico ndo havia sido detectada no tratamento, este fato pode ser devido a
baixa concentragdo encontrada no destilado de batata-doce.



5. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que :

- A variacdo da matéria seca nas raizes sazonalidade significativa para esta cultivar
Brazilandia roxa, durante o periodo amostrado (outubro 2006 — fevereiro 2007). Essa variagao
tornou-se um obstaculo para a otimizacdo de um processo industrial baseado na matéria-prima in

natura, sendo necessaria a padronizacdo da materia-prima.

- As concentracfes de enzimas para um melhor rendimento no processo de hidrélise deste
substrato é a que utiliza baixa concentracdo de a-amilase (0,5g.kg™ de matéria seca) e elevada

concentracdo de amiloglucosidase (2 g.kg™ de matéria seca).

- Foram consideradas como melhores condigdes para o processo de fermentacdo deste
substrato para a producédo de destilado: concentracdo de levedura em nimero de células viaveis 5
X 10" — 1 x 108, aglcares redutores 12,5 — 13,5 % e temperatura na faixa de 33 - 34°C.

- Foram testadas em planta piloto as condi¢fes: concentracdo de levedura em nimero de

células viaveis 1 x 10°, acticares redutores 13,5% e temperatura 34°C.

- No destilado de batata-doce obtido foram encontrados acetato de etila, alcool butirico,
iso-propanol e iso-amilico, ndo foi detectada a presenca de aldeidos. As concentragcdes destes

compostos secundarios estdo dentro dos limites permitidos pela legislagdo brasileira.
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Anexo 1

Tabela 1- Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o rendimento pratico de hidrélise
enzimatica da suspensédo de batata-doce.

Coeficientesde  Erro padréo GL p valor
regressao
Meédia 70,0321
a-amilase (L) -1,6317 0,1989 1 0,1036
AMG (L) 6,0218 0,1989 1 0,0007
Termamyl (Q) 0,7580 0,2374 1 0,4741
AMG (Q) 0,4738 0,2374 1 0,6491
Termamyl (L) x AMG (L) -2,385 0,2809 1 0,0948
R? 0,926079
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F
Regressédo 5 336,84 67,36 12,53 0,0074
Residuos 5 26,88 5,37
Total 10 363,72

Tabela 2- Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o rendimento pratico de hidrélise

enzimatica da suspensdo de batata-doce (modelo ajustado).

Coeficientes Erro padréo GL p valor

de regressao
Média 70,92545
Termamyl (L) -1,63178 0,73908 1 0,0630
AMG (L) 6,02185 0,73908 1 0,0001
Termamyl (L) x AMG (L) -2,385 1,04366 1 0,0562
R? 0,9162
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressdo 3 333,229977 111,07659 25,49 0,0004
Residuos 7 30,49830 4,3569

Total 10 363,72807




Tabela 3 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para a taxa de crescimento celular

Anexo 2

(txcel) no processo de fermentagéo de hidrolisado de batata doce.

Coeficientes de Erro padréo GL p valor
regressao
Média 43116035,5
Levedura (linear) 30531485,4 30391331,38 1 0,3388
Temperatura (linear) -3925906,2 30391331,38 1 0,8998
ART (linear) 780663,8 30391331,38 1 0,9800
Levedura (quadrético) 160827888,2 29581204,49 1 0,0003
Temperatura (quadrético) -39446118,9 29581204,49 1 0,2119
ART (quadrétrico) -54335886,9 29581204,49 1 0,0961
Levedura x Temperatura -14562500,0 39710214,19 1 0,7215
Levedura x ART -6012500,0 39710214,19 1 0,8827
Temperatura X ART 362500,0 39710214,19 1 0,9929
R 0,796970
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regressdo 9 4,95E17 5,50E16 4,36 0,0155
Residuos 10 1,26E17 1,26E16
Total 19 6,21E17

Tabela 4 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para a taxa de crescimento celular

(txcel) no processo de fermentacdo de hidrolisado de batata doce (modelo ajustado).

Coeficientesde  Erro padréo GL p valor
regressao
Média 10822115
Levedura (quadratico) 164749091 25702504 1 <0,0001
Temperatura (quadrético) -50414684 25702504 1 0,0664
R 0,7368
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regressdo 2 4,578244E17 2,289122E17 23,80 <0,0001
Residuos 17 1,635217E17 9,618924E15
Total 19 6,213462E17

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10



Anexo 3
Tabela 5 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para Maltose

Coeficientes  Erro padrédo GL p valor

de regressao
Média 0,0109
Levedura (linear) -0,0522 0,0426 1 0,2488
Temperatura (linear) 0,2015 0,0426 1 0,0008
AR (linear) -0,0875 0,0426 1 0,0675
Levedura (quadréatico) 0,0323 0,0415 1 0,4541
Temperatura (quadratico) 0,1366 0,0415 1 0,0082
AR (quadratico) 0,0464 0,0415 1 0,2892
Levedura x Temperatura -0,0150 0,0557 1 0,7933
Levedura x AR -0,0600 0,0557 1 0,3071
Temperatura x AR -0,0625 0,0557 1 0,2884
R? 0,80813
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 9 1,0471 0,1163 4,68 0,0121
Residuos 10 0,2486 0,0248
Total 19 1,2957

Tabela 6 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para maltose (modelo ajustado).

Coeficientes  Erro padrédo GL p valor

de regressao
Média 0,0696
temperatura (linear) 0,2016 0,04225 1 0,0002
AR (linear) -0,0875 0,04225 1 0,0550
levedura (quadrético) 0,1295 0,04225 1 0,0058
R 0,6990
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 3 0,9056 0,3019 12,36 0,0002
Residuos 16 0,3900 0,0244

Total 19 1,2957




Anexo 4

Tabela 7- Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para glicose

Coeficientes  Erro padréo GL p valor

de regressao
Média 0,0115
Levedura (linear) 0,0205 0,0124 1 0,1317
Temperatura (linear) 0,0025 0,0124 1 0,8476
AR (linear) 0,0029 0,0124 1 0,8234
Levedura (quadréatico) 0,0107 0,0121 1 0,3977
Temperatura (quadratico)  0,0178 0,0121 1 0,1736
AR (quadratico) 0,0248 0,0121 1 0,0679
Levedura x Temperatura 0,0225 0,0163 1 0,1979
Levedura x AR -0,0150 0,0163 1 0,1795
Temperatura x AR -0,0050 0,0163 1 0,7655
R? 0,540274
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 9 0,0250 0,0027 1,31 0,3402
Residuos 10 0,0213 0,0021
Total 19 0,0463

Tabela 8 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para glicose (modelo ajustado).

Coeficientes  Erro padrédo GL p valor

de regressao
Média 0,0203
Levedura (linear) 0,0205 0,0116 1 0,0952
Temperatura (quadratico)  0,0167 0,0112 1 0,1543
AR (quadratico) 0,0238 0,0112 1 0,0494
R 0,3696
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 3 0,0171 0,0057 3,13 0,0551
Residuos 16 0,0292 0,0018

Total 19 0,0463




Anexo 5

Tabela 9 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para frutose

Coeficientes  Erro padréo GL p valor

de regressao
Média 0,0084
Levedura (linear) 0,0198 0,0111 1 0,1079
Temperatura (linear) 0,0034 0,0111 1 0,7657
AR (linear) 0,0092 0,0111 1 0,4295
Levedura (quadréatico) 0,0103 0,0109 1 0,3635
Temperatura (quadratico)  0,0121 0,0109 1 0,2913
AR (quadratico) 0,0157 0,0109 1 0,1808
Levedura x Temperatura 0,0262 0,0146 1 0,1030
Levedura X AR -0,0012 0,0146 1 0,9336
Temperatura x AR -0,0162 0,0146 1 0,2926
R 0,543439
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 9 0,0203 0,0022 1,32 0,3332
Residuos 10 0,0171 0,0017
Total 19 0,0374

Tabela 10 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para frutose (modelo ajustado).

Coeficientes  Erro padrédo GL p valor

de regressao
Média 0,0345
Levedura (linear) 0,0198 0,0107 1 0,0825
Levedura x Temperatura 0,0263 0,0140 1 0,0780
R 0,2894
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressdo 2 0,0109 0,0054 3,46 0,055
Residuos 17 0,0266 0,0016

Total 19 0,0375




Anexo 6

Tabela 11 - Coeficientes de regresséo estimados e ANOVA para glicerol

Coeficientes  Erro padréo GL p valor

de regressao
Média 0,0089
Levedura (linear) 0,0080 0,0076 1 0,3151
Temperatura (linear) -0,0173 0,0076 1 0,0457
AR (linear) 0,0153 0,0076 1 0,0711
Levedura (quadréatico) 0,0067 0,0074 1 0,3884
Temperatura (quadratico)  0,0137 0,0074 1 0,0932
AR (quadratico) 0,0067 0,0074 1 0,3884
Levedura x Temperatura -0,0112 0,0099 1 0,2846
Levedura X AR 0,0112 0,0099 1 0,2846
Temperatura X AR -0,0337 0,0099 1 0,0069
R 0,742664
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 9 0,0228 0,0025 3,21 0,0418
Residuos 10 0,0079 0,0008
Total 19 0,0307

Tabela 12 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para glicerol (modelo ajustado).

Coeficientes  Erro padrédo GL p valor

de regressao
Média 0,0275
Temperatura (linear) -0,0174 0,0081 1 0,0475
AR (linear) 0,0154 0,0081 1 0,0756
Temperatura X AR -0,0338 0,0106 1 0,0057
R 0,5350
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 3 0,0165 0,0055 6,14 0,0056
Residuos 16 0,0143 0,0009

Total 19 0,0308




Anexo 7

Tabela 13 - Coeficientes de regresséo estimados e ANOVA para etanol

Coeficientes  Erro padréo GL p valor

de regressdo
Média 1,3910
Levedura (linear) 0,2551 0,2243 1 0,2820
Temperatura (linear) 0,2543 0,2243 1 0,2834
AR (linear) 0,2609 0,2243 1 0,2718
Levedura (quadréatico) -0,0062 0,2184 1 0,9779
Temperatura (quadratico)  0,6459 0,2184 1 0,0143
AR (quadratico) 0,1546 0,2184 1 0,4952
Levedura x Temperatura 0,1225 0,2931 1 0,6849
Levedura X AR -0,4025 0,2931 1 0,1998
Temperatura x AR 0,7350 0,2931 1 0,0311
R 0,680778
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 9 14,6656 1,6295 2,37 0,0976
Residuos 10 6,8768 0,6876
Total 19 21,5424

Tabela 14- Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para etanol (modelo ajustado).

Coeficientes  Erro padrédo GL p valor

de regressao
Média 1,5012
Temperatura (quadratico)  0,6325 0,2132 1 0,0087
Temperatura X AR 0,7350 0,2889 1 0,0209
R 0,43733
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 2 10,1951 5,0976 7,64 0,0043
Residuos 17 11,3474 0,6675
Total 19 21,5425




Anexo 8

Tabela 15 - Coeficientes de regresséo estimados e ANOVA para metanol

Coeficientes  Erro padréo GL p valor

de regressao
Média 0,0435
Levedura (linear) -0,9614 0,0801 1 0,2577
Temperatura (linear) 0,0637 0,0801 1 0,4446
AR (linear) -0,1061 0,0801 1 0,2146
Levedura (quadréatico) 0,0230 0,0779 1 0,7738
Temperatura (quadratico)  0,1096 0,0779 1 0,1900
AR (quadratico) 0,0283 0,0779 1 0,7239
Levedura x Temperatura -0,1862 0,1047 1 0,1055
Levedura x AR 0,1687 0,1047 1 0,1380
Temperatura X AR -0,1712 0,1047 1 0,1329
R 0,588784
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressdo 9 1,2549 0,1394 1,59 0,2397
Residuos 10 0,8764 0,0876

Total 19 2,1314




Anexo 9

Tabela 16 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para o composto secundario

acetaldeido, ap6s a destilag&o.

Coeficientes de Erro padréo GL p valor

regressdo
Média 5,204686441
Levedura (linear) 0,002908133 0,51096869 1 0,9956
Temperatura (linear) -0,343140643 0,51096869 1 0.5171
AR (linear) -0,007834094 0,51096869 1 0,9881
Levedura (quadrético) -1,857898539 0,49734804 1 0,0039
Temperatura (quadratico)  -1,375417036 0,49734804 1 0,0199
AR (quadratico) -1,879106517 0,49734804 1 0,0036
Levedura x Temperatura ~ 0,013375000 0,66764683 1 0,9844
Levedura x AR -0,013375000 0,66764683 1 0,9844
Temperatura X AR -0,013375000 0,66764683 1 0,9844
R 0,753462
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 9 108,9833018 12,1092558 3,40 0,0351
Residuos 10 35,6601828 3,5660183
Total 19 144,6434846

Tabela 17 - Coeficientes de regressdao estimados e ANOVA para 0 composto secundario

acetaldeido, ap0s a destilacdo (modelo ajustado).

Coeficientesde  Erro padrao GL p valor
regressao
Média 5,20469
Levedura (quadratico) -1,85790 0,40198 1 0,0003
Temperatura (quadrético) -1,37542 0.40198 1 0,0035
AR (quadratico) -1,87911 0,40198 1 0,0003
R 0,7423
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 3 107,36986 35,78995 15,36 <0,0001
Residuos 16 37,27363 2.32960
Total 19 144,64348

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10



Tabela 18 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para o composto secundario

benzaldeido, apds a destilagao.

Anexo 10

Coeficientes de Erro padréo GL p valor

regressao
Média -1,47107684
Levedura (linear) 10,13901929 11,54755244 1 0,4005
Temperatura (linear) -2,92790115 11,54755244 1 0,8050
AR (linear) -14,28740202 11,54755244 1 0,2443
Levedura (quadrético) 10,85430362 11,23973497 1 0,3570
Temperatura (quadrético) 9,64898352 11,23973497 1 0,4107
AR (quadratico) 21,99202681 11,23973497 1 0,0789
Levedura x Temperatura -13,51875000 15,08837421 1 0,3913
Levedura x AR -18,22875000 15,08837421 1 0,2548
Temperatura X AR 7,35125000 15,08837421 1 0,6366
R 0,491209
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 17583,38678 1953,70964 1,07 0,4535
Residuos 10 18212,72291 1821,27229
Total 19 35796,10970

Tabela 19 - Coeficientes de regressdao estimados e ANOVA para 0 composto secundario

butiraldeido, ap0s a destilagéo.

Coeficientes de Erro padrdo GL p valor

regressao
Média 51,43984439
Levedura (linear) 7,04043008 5,13386205 1 0,2002
Temperatura (linear) 0,00000000 5,13386205 1 1,0000
AR (linear) -8,60072829 5,13386205 1 0,1248
Levedura (quadratico) -11,94564842 4,99701119 1 0,0379
Temperatura (quadratico) -22,04948268 4,99701119 1 0,0013
AR (quadratico) -9,70643939 4,99701119 1 0,0808
Levedura x Temperatura 0,00000000 6,70805629 1 1,0000
Levedura x AR 0,00000000 6,70805629 1 1,0000
Temperatura X AR 0,00000000 6,70805629 1 1,0000
R 0,748742
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressédo 9 10727,45516 1191,93946 3,31 0,0379
Residuos 10 3599,84153 359,98415

Total 19

14327,29670




Anexoll

Tabela 20 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para o composto secundario

butiraldeido, apds a destilagdo (modelo ajustado).

Coeficientesde  Erro padréo GL p valor
regressao
Média 51,43984
Levedura (linear) 7,04043 4,33891 1 0,1270
AR (linear) -8,60073 4,33891 1 0,0674
Levedura (quadrético) -11,94565 4,22325 1 0,0134
Temperatura (quadrético) -22,04948 4,22325 1 0,0001
AR (quadratico) -9,70644 4,22325 1 0,0375
R 0,7487
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 5 10727 2145,49103 8,34 0.0008
Residuos 14 3599,84153 257,13154
Total 19 14327

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10

Tabela 21 - Coeficientes de regressdao estimados e ANOVA para 0 composto secundario

formaldeido, apos a destilagéo.

Coeficientes de Erro padrdo GL p valor

regressao
Média 6,5244049
Levedura (linear) -49,8965900 87,1045200 1 0,5794
Temperatura (linear) -52,0797894 87,1045200 1 0,5632
AR (linear) 56.9269353 87,1045200 1 0,5281
Levedura (quadratico) -42,7944168 84,7826174 1 0,6247
Temperatura (quadrético) 108,7966764 84,7826174 1 0,2283
AR (quadratico) 120,2772619 84,7826174 1 0,1864
Levedura x Temperatura -105,5500000 113,8133471 1 0,3756
Levedura x AR 105,5500000 113,8133471 1 0,3756
Temperatura X AR -111,7875000 113,8133471 1 0,3492
R 0,435003
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 9 797852,831 88650,315 0,86 0,5879
Residuos 10 1036278,238 103627,824
Total 19 1834131,069




Tabela 22 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o composto secundario

heptaldeido, ap6s a destila¢do.

Anexo 12

Coeficientes de Erro padréo GL p valor

regressao
Média 23,69262838
Levedura (linear) 1,71032185 0,88424700 1 0,0819
Temperatura (linear) -0,43996565 0,88424700 1 0,6296
AR (linear) -1,36593800 0,88424700 1 0,1534
Levedura (quadréatico) -8,81491022 0,86067606 1 <0,0001
Temperatura (quadratico) -6,64109246 0,86067606 1 <0,0001
AR (quadratico) -4,43546273 0,86067606 1 0,0004
Levedura x Temperatura 0,38000000 1,15538333 1 0,7490
Levedura x AR -2,38250000 1,15538333 1 0,0662
Temperatura X AR -0,91750000 1.15538333 1 0,4456
R 0,945729
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 1860,969603 206,774400 19,36 <0,0001
Residuos 10 106,792852 10,679285
Total 19 1967,762455

Tabela 23 - Coeficientes de regressdao estimados e ANOVA para 0 composto secundario

heptaldeido, apos a destilacdo (modelo ajustado).

Coeficientesde  Erro padrao GL p valor
regressao
Média 23,69263
Levedura (linear) 1,71032 0,81288 1 0,0554
AR (linear) -1,36594 0,81288 1 0,1167
Levedura (quadratico) -8,81491 0,79122 1 <0,0001
Temperatura (quadrético) -6,64109 0,79122 1 <0,0001
AR (quadratico) -4,43546 0,79122 1 <0,0001
Levedura X AR -2,38250 1,06214 1 0,0429
R 0,9274
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 6 1850,43613 308,40602 34,17 <0,0001
Residuos 13 117,32633 9,02510
Total 19 1967,76246

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10



Anexo 13

Tabela 24 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o composto secundario
hidroximetil furfural, ap6s a destilacédo.

Coeficientes de Erro padréo GL p valor

regressao
Média 0,0022650720
Levedura (linear) -0,0162422003 0,00600655 1 0,0222
Temperatura (linear) -0,0014643167 0,00600655 1 0,8123
AR (linear) -0,0014643167 0,00600655 1 0,8123
Levedura (quadrético) 0,0166938495 0,00584644 1 0,0171
Temperatura (quadrético) -0,0045141286 0,00584644 1 0,4579
AR (quadratico) -0,0045141286 0,00584644 1 0,4579
Levedura x Temperatura 0,0025000000 0,00784833 1 0,7566
Levedura x AR 0,0025000000 0,00784833 1 0,7566
Temperatura X AR 0,0025000000 0,00784833 1 0,7566
R 0,642272
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 9 0,00884729 0,00098303 1,99 0,1485
Residuos 10 0,00492771 0,00049277
Total 19 0,01377500

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10

Tabela 25 - Coeficientes de regressdao estimados e ANOVA para 0 composto secundario

hidroximetil furfural apds a destilacdo (modelo ajustado).

Coeficientesde  Erro padréo GL p valor
regressao
Média -0,00446
Levedura (linear) -0,01624 0,00494 1 0,0044
Levedura (quadratico) 0,01751 0,00477 1 0,0019
R 0,5883
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 2 0,00810 0,00405 12,15 0,0005
Residuos 17 0,00567 0,00033357
Total 19 0,01378

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10



Anexo 14

Tabela 26 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para o composto secundario

valeraldeido, apds a destilacdo.

Coeficientes de Erro padréo GL p valor

regressao
Média -0,140969216
Levedura (linear) -2,960848273 1,68997961 1 0,1103
Temperatura (linear) -2,191467017 1,68997961 1 0,2238
AR (linear) 1,723500701 1,68997961 1 0,3318
Levedura (quadrético) 0,924635344 1,64493064 1 0,5864
Temperatura (quadrético) 1,596221319 1,64493064 1 0,3547
AR (quadréatico) 0,924635344 1,64493064 1 0,5864
Levedura x Temperatura 2,942500000 2,20817743 1 0,2122
Levedura x AR -2,942500000 2,20817743 1 0,2122
Temperatura X AR -5,055000000 2,20817743 1 0,0451
R 0,614292
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 621,259914 69,028879 1,77 0,1933
Residuos 10 390,083806 39,008381
Total 19 1011,343720

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10

Tabela 27 - Coeficientes de regressdao estimados e ANOVA para 0 composto secundario

valeraldeido ap0s a destilacdo (modelo ajustado).

Coeficientesde  Erro padréo GL p valor
regressao
Média 2,21200
Levedura (linear) -2,96085 1,72034 1 0,1034
Temperatura X AR -5,05500 2,24785 1 0,0381
R 0,3205
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 2 324,16090 162,08045 4,01 0,0375
Residuos 17 687,18282 40,42252
Total 19 1011,34372

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10



Anexo 15

Tabela 28 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para 0 composto secundario acetato
de etila, apds a destilagao.

Coeficientes de Erro padréo GL p valor

regressao
Média 1,067279638
Levedura (linear) 0,508230631 0,31810048 1 0,1412
Temperatura (linear) -0,014549450 0,31810048 1 0,9644
AR (linear) -0,350432940 0,31810048 1 0,2964
Levedura (quadréatico) 0,059291947 0,30962103 1 0,8520
Temperatura (quadrético) 0,471080190 0,30962103 1 0,1591
AR (quadratico) 0,755620564 0,30962103 1 0,0348
Levedura x Temperatura 0,211250000 0,41563951 1 0,6223
Levedura x AR -0,666250000 0,41563951 1 0,1400
Temperatura X AR 0,321250000 0,41563951 1 0,4575
R 0,597254
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 20,49519895 2,27724433 1,65 0,2237
Residuos 10 13,82049605 1,38204961
Total 19 34,31569500

Tabela 29 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para 0 composto secundario acetato

de etila apds a destilacdo (modelo ajustado).

Coeficientesde  Erro padrao GL p valor
regressao
Média 1,11582
Levedura (linear) 0,50823 0,28580 1 0,0956
Temperatura (quadrético) 0,46519 0,27680 1 0,1135
AR (quadratico) 0,74973 0,27680 1 0,0162
Levedura x AR -0,66625 0,37343 1 0,0946
R 0,5124
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 4 17,58172 4,39543 3,94 0,0222
Residuos 15 16,73397 1,11560
Total 19 34,31569

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10



Anexo 16

Tabela 30 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para o composto secundario
acetonitrila, apos a destilacéo.

Coeficientes de Erro padréo GL p valor

regressao
Média 0,0010883444
Levedura (linear) 0,0277912658 0,00993909 1 0,0189
Temperatura (linear) 0,0005330113 0,00993909 1 0,9583
AR (linear) -0,0043929500 0,00993909 1 0,6679
Levedura (quadrético) 0,0264407070 0,00967415 1 0,0211
Temperatura (quadrético) 0,0706239948 0,00967415 1 <0,0001
AR (quadratico) -0,0071385918 0,00967415 1 0,4775
Levedura x Temperatura -0,0775000000 0,01298671 1 0,0001
Levedura x AR -0,0775000000 0,01298671 1 0,0001
Temperatura X AR 0,0775000000 0,01298671 1 0,0001
R 0,945939
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 0,23608263 0,02623140 19,44 <0,0001
Residuos 10 0,01349237 0,00134924
Total 19 0,24957500

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10

Tabela 31 - Coeficientes de regressdao estimados e ANOVA para 0 composto secundario

acetonitrila apos a destilacdo (modelo ajustado).

Coeficientesde  Erro padréo GL p valor
regressao
Média -0,00476
Levedura (linear) 0,02779 0,00904 1 0,0088
Levedura (quadratico) 0,02715 0,00875 1 0,0084
Temperatura (quadrético) 0,07133 0,00875 1 <0,0001
Levedura x Temperatura -0,07750 0,01181 1 <0,0001
Levedura x AR -0,07750 0,01181 1 <0,0001
Temperatura X AR 0,07750 0,01181 1 <0,0001
R 0,9419
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regressédo 6 0,23508 0,03918 35,14 <0,0001
Residuos 13 0,01449 0,00111
Total 19 0,24958

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10



Anexo 17
Tabela 32 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o composto secundario alcool

butirico, apds a destilagao.

Coeficientes de Erro padréo GL p valor

regressao
Média 0,0021489040
Levedura (linear) 0,0447656244 0,03659781 1 0,2493
Temperatura (linear) 0,0769439829 0,03659781 1 0,0618
AR (linear) 0,0065894249 0,03659781 1 0,8607
Levedura (quadrético) 0,0406923371 0,03562224 1 0,2799
Temperatura (quadrético) 0,1166875921 0,03562224 1 0,0083
AR (quadratico) -0,0140949398 0,03562224 1 0,7007
Levedura x Temperatura 0,0112500000 0,04781978 1 0,8188
Levedura x AR 0,1187500000 0,04781978 1 0,0324
Temperatura X AR 0,0112500000 0,04781978 1 0,8188
R 0,708232
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 9 0,44406152 0,04934017 2,70 0,0691
Residuos 10 0,18293848 0,01829385
Total 19 0,62700000

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10

Tabela 33 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o composto secundario alcool

butirico apds a destilacdo (modelo ajustado).

Coeficientesde  Erro padréo GL p valor
regressao
Média 0,02195
Temperatura (linear) 0,07694 0,03325 1 0,0343
Temperatura (quadrético) 0,11428 0,03207 1 0,0026
Levedura x AR 0,11875 0,04344 1 0,0147
R? 0,6147
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regressdo 3 0,38541 0,12847 8,51 0,0013
Residuos 16 0,24159 0,01510
Total 19 0,62700

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10



Anexo 18

Tabela 34 - Coeficientes de regressao estimados e ANOVA para o composto secundario

isopropanol, apds a destilacao.

Coeficientes de Erro padréo GL p valor

regressao
Média 0,4335599075
Levedura (linear) 0,2062636438 0,10657426 1 0,0817
Temperatura (linear) -0,0401090974 0,10657426 1 0,7145
AR (linear) -0,0549118745 0,10657426 1 0,6176
Levedura (quadratico) -0,0736188276 0,10373336 1 0,4941
Temperatura (quadratico) 0.2321295242 0,10373336 1 0,0492
AR (quadréatico) -0,0312028713 0,10373336 1 0,7697
Levedura x Temperatura 0,1012500000 0,13925308 1 0,4838
Levedura x AR -0,1562500000 0,13925308 1 0,2881
Temperatura X AR -0,0087500000 0,13925308 1 0,9511
R 0,545987
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 1,86558135 0,20728682 1,34 0,3277
Residuos 10 1,55131365 0,15513137
Total 19 3,41689500

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10

isopropanol apds a destilacdo (modelo ajustado).

Tabela 35 - Coeficientes de regressdao estimados e ANOVA para 0 composto secundario

Coeficientesde  Erro padréo GL p valor
regressao
Média 0,35550
Levedura (linear) 0,20626 0,09232 1 0,0392
Temperatura (quadrético) 0,24161 0,08905 1 0,0148
R 0,4209
ANOVA
GL SQ QM F valor Pr>F

Regresséo 2 1,43805 0,71902 6,18 0,0096
Residuos 17 1,97885 0,11640
Total 19 3,41689

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10



Tabela 35 - Coeficientes de regressdo estimados e ANOVA para o composto secundério terc-

butanol, apos a destilacéo.

Anexo 19

Coeficientes de Erro padréo p valor

regressao
Média 0,0079628974
Levedura (linear) 0,1195468116 0,10925449 1 0,2995
Temperatura (linear) -0,0702871994 0,10925449 1 0,5345
AR (linear) -0,1366031719 0,10925449 1 0,2396
Levedura (quadrético) 0,0184635849 0,10634214 1 0,8656
Temperatura (quadrético) -0,0522296756 0,10634214 1 0,6339
AR (quadratico) 0,2446820186 0,10634214 1 0,0442
Levedura x Temperatura -0,1200000000 0,14275515 1 0,4202
Levedura x AR 0,1200000000 0,14275515 1 0,4202
Temperatura X AR -0,1200000000 0,14275515 1 0,4202
R 0,526333
ANOVA

GL SQ QM F valor Pr>F

Regressao 9 1,81159738 0,20128860 0,3715
Residuos 10 1,63032262 0,16303226
Total 19 3,44192000

Efeitos significativos p<0,05; efeito significativo p< 0,10
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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