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RESUMO

A tiquira é uma bebida tipica do Maranhao (Brasil), obtida a partir de mandioca
(Manihot esculenta, Crantz.), sua produg¢do se concentra em diversos municipios do
Estado, através de um processo artesanal, bastante primitivo, no qual a conversao
do amido de mandioca em acgucares fermentesciveis € feita por bolores nativos que
surgem sobre os beijus de massa de mandioca, onde as cepas sao colhidas ao
acaso. A fermentacao alcodlica também ¢é feita por leveduras selvagens. Tem sua
comercializagdo praticada de modo informal, dificultando o registro de dados
estatisticos de produgéo e numero de produtor no Ministério da Agricultura. Com o
objetivo de otimizar o referido processo, utilizaram-se, enzimas comerciais, cepas de
fungos (Aspergillus niger), para a conversao do amido em mosto fermentesciveis e
leveduras prensadas para fermentagédo. Os processos aqui propostos seguiram trés
etapas: gelificagdo do amido com a posterior dextrinizacdo e sacarificagdo a
agucares, fermentacao alcoolica e destilagdo do vinho fermentado. Substituindo-se
os bolores por enzimas comerciais nas circunstancias propostas, a fabricacdo da
tiquira foi realizada em apenas 25 horas, enquanto que ao utilizar fungos isolados, a
producdo do aguardente demorou, aproximadamente, 136 horas para o seu
processamento. Evidenciou-se assim, uma consideravel reducado de tempo, nos dois
processos aqui apresentados em relacdo ao processo tradicional, que demora,
aproximadamente, 20 dias para a consecucdo do destilado. Verificou-se também
que os processos de fermentacdo e destilacdo do mosto oriundos da sacarificagao
da massa de mandioca sao equivalentes ao da cana-de-agucar, podendo ser
processados com 0s mesmos equipamentos, por pequenos produtores de tiquira.
Comprovou-se que as concentragcbes de cobre e carbamato de etila foram
visivelmente reduzidas nos processos propostos em relagdo ao processo tradicional,
possibilitando uma melhor qualidade da bebida, assim como reduzindo os riscos a
saude dos consumidores. A partir dos experimentos realizados conclui-se que a
substituicdo do processo tradicional por enzimas comerciais, fungos isolados e
levedura prensada se mostra tecnicamente possivel e recomendada,

primordialmente, aos pequenos produtores.

Palavras-chave: Amido; Enzimas Comerciais; Fungos Isolados; Tiquira.



ABSTRACT

Tiquira, a strong content beverage from Maranh&o ( Brazil ), obtained from cassava
(Manihot esculenta Crantz.) has its production concentrated in several counties of
the State, through a handmade process , rather primitive, in which the conversion of
starch cassava is taken into fermentable sugars by fungi which is found on the
native beijus of manioc where strains are picked at random. Alcoholic fermentation is
also made by yeasts found in the environment. Its commercialization is practiced
informally, making it difficult to record statistical data of production and the number of
producers in the Ministry of Agriculture. In order to optimize this process, commercial
enzymes, strains of fungi (Aspergillus niger), were used to in order to convert starch
into fermentable wort and pressed yeasts for fermentation. The processes proposed
here follow three steps: gelation of starch scarification and subsequent dextrinization
the sugars, alcoholic fermentation and distillation of fermented wine. Substituting the
mold for commercial enzymes in the proposed circumstances, the manufacturing of
tiquira was performed in just 25 hours, whereas when using fungi isolated, the
production of tiquira took approximately 136 hours for its processing. As one can see,
there was a considerable reduction of time in the two cases presented here in
relation to the traditional process, which takes approximately 20 days to achieve the
distillate. It was also found that the fermentation and destillation of the wort resulting
from the scarification of cassava is equivalent to that of cane sugar, and both
processes can be processed with the same equipment by tiquira producers. It was
shown that the concentrations of copper and ethyl carbamate were visibly reduced in
comparison to the traditional process, enabling a better quality of the beverage, as
well as reducing the risks to consumer health. From the experiments it can be
concluded that the replacement of the traditional process by commercial enzymes,
fungi isolated and pressed yeast are highly and technically recommended primarily to

small producers.

Keywords: Starch; Commercial Enzymes, Fungi Isolated; tiquira.
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1 INTRODUGAO

As aguardentes sdo produzidas no Brasil através de processos industriais ou
artesanais. O produto obtido industrialmente é processado por grandes empresas e
apresenta padronizacdo da qualidade, enquanto, o produto artesanal é elaborado
em pequena escala de modo tradicional sem muito controle do processo, onde,
geralmente a fermentacado alcoolica € realizada por leveduras selvagens adquiridas
do meio e a destilacdo acontece em alambiques de cobre, o que resulta em um
produto final de qualidade variavel.

O Brasil vem se destacando na fabricacdo de cachaca com uma producéo
gue atinge dois bilhdes de litros, sendo a segunda bebida alcodlica mais consumida
do pais e a primeira entre as bebidas destiladas nacionais.® Outra aguardente
brasileira é a tradicional tiquira, que é elaborada por um processo bastante
rudimentar®=.

O aumento do consumo de aguardente e a possibilidade de exportacéo
exigem que o processo de fabricacdo seja baseado em praticas criteriosamente
determinadas, para a obtencdo de um produto padronizado e com qualidade
comprovada nos aspectos fisico-quimicos e sensoriais.

Os destilados de uma maneira geral sdo designados como aguardentes, os
quais se distinguem pela natureza da matéria-prima empregada na preparag¢ao do
mosto.

As aguardentes no Brasil estdo definidas e regulamentadas pelo Decreto
Federal do Ministério da Agricultura e Abastecimento n° 2314, de 4 de setembro de
1997, que regulamenta a padronizagao e a fiscalizacdo da producéo de bebidas.*

Entre as aguardentes brasileiras, existe a tiquira que é uma bebida derivada
da mandioca (Manihot esculenta, Crantz), tem legislacdo especifica, conforme
Portaria n® 65, de 23 de abril de 2008.° Assim como outras é calérica, principalmente
em razdo do seu teor alcodlico. E tipica do estado do Maranh&o, onde existem
diversos municipios que a produzem, sendo ela bastante apreciada localmente.
Atualmente, o Maranhao figura como unico Estado brasileiro produtor dessa bebida.

A tiquira é produzida por pequenos produtores através de um processo
artesanal, bastante rudimentar, hereditario e que ainda conserva algumas crendices.
Tem sua comercializagéo praticada de modo informal, o que impossibilita o registro

de dados estatisticos de producido e numero de produtor no Ministério da
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Agricultura.™

O processo € realizado em precarias condicbes de higiene e de
infraestrutura dos locais de trabalho, o qual demora aproximadamente vinte dias
para a obtencdo do destilado, tornando o produto sem padronizagdo e
consequentemente deixando a bebida sem condicdo de competir com outras
aguardentes.??

Neste processo tradicional, a conversdo do amido de mandioca em agucares
fermentesciveis é feita por bolores nativos que surgem sobre os beijus. As cepas
sao colhidas ao acaso, a partir do meio. A fermentagao alcodlica também é feita por
leveduras selvagens. Esse tipo de processamento é extremamente lento e de baixo
rendimento.’”

A tiquira se distingue também das outras aguardentes pela coloragao
levemente azulada obtida através da adicdo de folhas de tangerina ao processo de
destilagao, o que representa uma forma de apresentagdo e um atrativo a mais para
o consumo. O constituinte fotossensivel por esta coloragao é volatil e, com o tempo,
a bebida torna-se incolor.®> No entanto, com o objetivo de obter uma coloragdo
permanente, os produtores, atravessadores e comerciantes acrescentam uma
substancia de tonalidade violeta, bastante forte, cuja natureza quimica ja foi
identificada e quantificada, trata-se do corante violeta genciana (cloreto de
hexametilpararosanilina), que € um produto industrializado nao alimenticio, € de uma
especie quimica bastante reativa no organismo, com indicagcbes de ser mutagénica,
podendo provocar ulceracdes no organismo.6 Diante desta realidade, vislumbra a
importancia de estabelecermos corantes alimenticios adequados, em substituicdo do
composto cristal violeta, sem riscos ao consumidor e sem alterar a qualidade
sensorial e visual da tiquira.

Dentro do cenario brasileiro referente as aguardentes, de acordo com
estudos realizados®>, a tiquira é a que apresenta maior nimero de problemas
relativos & sua composicdo. Varios trabalhos”® demonstraram que essa bebida
contém, em média, um teor de cobre mais elevado do que outros destilados, é
bastante rica em ions cianetos, os quais, juntamente com ions cobre, podem ser
precursores de carbamato de etila.®"

Os padrbes de identidade e qualidade com os respectivos limites que a
tiquira deve atender s&o estabelecidos pela Legislagdo Nacional vigente®, que além

de especificar valores, tém a finalidade de moderar a influéncia de cada um desses
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componentes na protecao a saude publica e no padrao de qualidade da bebida.

A sacarificacdo do amido de mandioca pode ser feita por hidrolise quimica
ou enzimatica liberando assim, acucares fermentesciveis. A hidrélise acida é
eficiente e relativamente barata, porém gera residuos poluentes e produtos que
inibem a fermentagao posterior. Ja a via enzimatica pode ser conseguida com o uso
de enzimas amiloliticas, obtidas através de varios agentes enzimaticos, tais como: o
malte, farelo enzimatico, enzimas comerciais purificadas e utilizando-se batata-doce.
Esse procedimento € sem duvida a forma mais eficiente de conversao do amido. 23

Outra forma enzimatica para a conversdao do amido de mandioca € o
emprego de cultura de bolores que possuem as enzimas sacarificantes que sao
capazes de transformar o amido em acgucares, cujo crescimento se da sobre farelos
de milho, trigo, arroz, cevada e massa de mandioca, previamente gelificados. O
farelo enzimatico, além de ser facilmente produzido, apresenta geralmente alto
rendimento em glicose.'* '

As raizes da mandioca apresentam alto teor de carboidratos, na forma de
amido, que pode ser convertido em acgucares e serem fermentados para a produgao
de bebidas alcodlicas e etanol. No processamento da tiquira pelo método tradicional,
geralmente a raiz da mandioca é descascada, ralada e prensada para formar os
beijus, que sdo espalhados e assados sobre uma chapa aquecida a lenha, para se
conseguir a gelificacdo do amido. A gelificacdo do amido tanto no processo
tradicional ou em outro modernizado, facilitara a acdo das enzimas.'?

O amido nao é fermentado pelas leveduras, devido sua estrutura ser muito
complexa, com um numero muito grande de ligagdes entre moléculas de glicose e
por ndo possuir enzimas amiloliticas.” No processo de fermentagao, as leveduras
desdobram a glicose em alcool etilico e gas carbonico. A levedura empregada na
fermentacao depende de varias situagdes, entre as quais a matéria-prima utilizada, o
teor alcodlico desejado no produto final, a duragédo da fermentagédo, as propriedades
do produto, dentre outros. A Saccharomyces cerevisiae Hansen é utilizada
principalmente na producéo de alcool comum, aguardentes, cerveja e outras bebidas
e também na panificaggo.'®

O processo de destilacdo das aguardentes geralmente é realizado em
alambiques simples, principalmente confeccionado em cobre. A primeira fracao
destilada € chamada de cabeca e corresponde a cerca de 10% do destilado, possui

maior propor¢cdo de compostos mais volateis, deve ser separada da parte nobre da
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destilacdo chamada coracdo ou restilo que corresponde a 80% do volume do
destilado, onde esta concentrado o etanol, ésteres e demais substancias que dao
qualidades a bebida. A cauda ou surrapa, que corresponde aos 10% restantes do
destilado, € também denominada de agua fraca e contém elementos menos volateis
e compostos indesejaveis. A cabeca e a cauda devem ser desprezadas. '*'® Usa-se
um alcobmetro para estabelecer o teor alcodlico final do processo de destilacéo.

Para a producéo da tiquira com fungos isolados neste trabalho de pesquisa
adotou-se como referencial, o estudo de identificacéo e selecdo dos melhores micro-
organismos sacarificantes e fermentativos empregados no processo artesanal.’’ As
cepas selecionadas utilizadas para a conversao do amido em acucares fermentaveis
foram as de Aspergillus niger. as quais foram testadas perante o seu poder de
sacarificacdo de amido em massa de mandioca.

A composicdo quimica da cachaga e outras aguardentes vém sendo
estudada de forma sistematica ha bastante tempo. Neste contexto, destaca-se o
Laboratério para o Desenvolvimento da Quimica da Aguardente (LDQA),
pertencente ao Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC-USP), que vem propondo
novas metodologias analiticas para aplicagdes rotineiras de analise quimica de
aguardente de cana, tiquira e outras bebidas destiladas. Pela baixa competitividade
que a tiquira apresenta, propde-se a modernizacao deste padrao, aplicando técnicas
adequadas, contudo, de forma simples e sem prejuizo das caracteristicas da bebida
e oferecendo novas tecnologias aos pequenos produtores.’

Em virtude da escassez de metodologias adequadas referente a produgao
da tradicional tiquira e levando-se em consideragao a busca por produtos que
conciliem qualidade com sustentabilidade no que tange ao meio ambiente, o
presente trabalho tem por objetivo principal apresentar o aperfeicoamento do
processo de fabricagdo da tiquira, avaliando-a pelos parametros fisico-quimicos
desde a gelificagdo/hidrélise da massa de mandioca com enzimas comerciais e
fungos isolados, adquiridos a partir dos beijus utilizados no método tradicional
embolorado por microrganismos nativos até a destilacdo. E através de resultados
obtidos pelos processos propostos assegurar sua viabilidade principalmente aos

pequenos produtores.
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2 MATERIA-PRIMA

2.1 Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢é originaria do Brasil,
especificamente na regido amazonica, exerce importante papel no cenario
agricola nacional e internacional, tanto como fonte de energia para a
alimentacdo humana e animal, quanto geradora de emprego e de renda,
principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil. E um dos principais
produtos, em area plantada, da Regido Norte, consumido em forma de farinha, onde
€ produzida de forma artesanal, por isso, existe um desperdicio consideravel nessa
forma de producao priméria.*?*

A industrializagdo aparece como uma alternativa que permite um melhor
aproveitamento da mandioca na fabricacdo de produtos, que podem ser
direcionados para o consumo humano, na forma de farinhas cruas ou torrada e
polvilhos, e também para consumo animal, na forma de raspas e residuos da prépria
industria, ou transformado em fécula ou amido para fabricacdo de produtos. E uma
raiz com alto teor de amido bastante cultivada em regides tropicais.*?

A mandioca é reconhecida como uma raiz amilacea, onde o amido se
encontra juntamente com os outros carboidratos de diferentes pesos moleculares,
incluindo desde acgucares simples até glicosideo e material celulésico. Possui uma
grande quantidade de carbohidratos em sua composigdo, por isso proporciona um
grande potencial para geracdo de etanol. No Brasil, em periodos de grandes
dificuldades energéticas (1930 e 1970), chegou-se a implantar algumas usinas de
alcool de mandioca. Devido a falta de estudos e investimentos, a produg¢ao de alcool
de mandioca foi abandonada, enquanto a produgédo de alcool de cana de agucar foi
aperfeicoado em diversos aspectos tecnolégicos e econdmicos.'®?°

A mandioca é uma raiz de tuberosa da familia Euphorbiaceae, rica em amido
e muito consumida na dieta brasileira. E uma cultura que pode ser encontrada tanto
em terras de alta fertilidade, como € o caso do sul do pais, como no semi-arido, em
algumas regides do Nordeste.'® A cultura da mandioca é de facil desenvolvimento,
tolerante a pragas e doengas, sendo pouco exigente quanto a condi¢des climaticas,
porém, tem baixa resisténcia ao frio e apresenta um periodo de crescimento longo e

potencial de deterioracao alto fora do solo. As mudancas ocorrem depois de dois ou
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tres dias da colheita devido a processos fisioldgicos . A conservagao pode ser feita

por meio do processamento em farinha, raspas secas, polvilho, puba, entre outros

produtos.'®?°

Figura 1. Mandioca (Manihot esculenta Crantz)
Fonte: (AUTOR)

Os glicosides ciandgénios séo toxinas naturais encontradas em espécies de
plantas. Na mandioca, o cianeto € proveniente da degradagdo dos glicosideos
cianogénios linamarina e lotaustralina. Este vegetal é considerado como sendo, o que
apresenta maior concentracdo destas toxinas, os quais sob a acdo de acidos ou
enzimas sofrem hidrolise e liberam acetona, acucar e acido cianidrico (HCN). A
variacdo da concentracdo destes compostos nas raizes € que possibilita a
classificagado pratica em mandiocas doces ou mansas € amargas ou bravas. Devido a
toxicidade da planta, seu emprego na alimentagdo humana e animal é limitado. o acido
cianidrico é volatil e durante o processo de fabricagdo da farinha e fécula ou durante a

cocgdo da mandioca é quase que totalmente eliminado.®?’

2.2 Amido

O amido é um polimero de formula molecular (CeH10Os5) ,, composto de
carbono, hidrogénio e oxigénio, nas propor¢oes 6:10:5, pode ser considerado um
produto da condensacéo de unidades de anidro glicose. E basicamente constituido
por dois polissacarideos: amilose e amilopectina, e apresenta-se em forma de

granulos insoluveis em agua fria, cujo tamanho e forma sado caracteristicos da
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planta de origem. E a mais importante reserva de nutricdo de todas as plantas
superiores, ocorrendo principalmente em sementes, tubérculos, rizomas e bulbos, é
o produto final do processo fotossintético.?'2

A formagdo do amido ocorre devido a atividade combinatéria de algumas
enzimas, tanto nas organelas fotossinteticamente ativas, onde o amido é reserva
temporaria, quanto nos amiloplastos de 6rgaos de reserva. Ocorre também em
algas e, pelo fato de ser facilmente hidrolisado e digerido, € um dos elementos mais
importantes da alimentacdo humana. Apresenta-se na forma de graos, cuja
aparéncia varia de acordo com a origem. Suspensdes de amido em agua, por
aquecimento formam géis e no processo da gelificacdo tornam-se translucidos.?*%

As substancias amilaceas transformam-se em agucares fermentesciveis apds
sofrer hidrolse. Os amidos sdo utilizados na industria de alimentos devido,
principalmente, a presenca de amilose e amilopectina que estdo em sua composigao.
A amilose € um polimero de cadeia linear contendo liga¢des glicosidicas tipo a (1-4),
apresenta peso molecular de 1,5x 10° a 10° g/mol. As amilopectinas sdo de cadeia
ramificada onde cadeias de 1-4 a-D-glucana possuem conexdes axiais tipo 1-6 a-D-
glucana a cada 20-25 unidades de glicose da cadeia linear e peso molecular da
ordem de 5 x 10° a 10® g/mol. Estes polissacarideos estdo presentes nos granulos de
amido em diferentes proporcées e, em funcdo de suas estruturas moleculares,
conferem caracteristicas de viscosidade, solubilidade, poder de gelificagdo ou de
adesdo, e outras, diretamente relacionadas a sua origem botanica. O amido de
mandioca por se hidrolisar com maior facildade, leva vantagem em relagéo a outros

tipos de amidos.?**

2.2.1 Estrutura do Amido

A formula geral do amido é (CsH10O5),. As unidades de glicose estéo ligadas
entre si pelos carbonos C4 - C4 € Cq - Cg, através de oxigénio, formando ligagdes
glicosidicas a-(1-4) e a-(1-6)." O amido é constituido por uma mistura de dois
polissacarideos denominados amilose e amilopectina, em propor¢cdes que variam
entre os amidos procedentes de diferentes espécies vegetais, e mesmo entre
amidos provenientes da mesma espécie. As propor¢cdes desses polissacarideos
variam de acordo com o grau de maturacdo das plantas. E produzido em grande

quantidade nas folhas dos vegetais como forma de armazenamento dos produtos da
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fotossintese. As proporgdes de amilose e amilopectina influem na viscosidade e no
poder de gelificagdo do amido.?

A amilose € um polissacarideo linear, formado por unidades de D-
glucopiranoses unidas entre si por ligagdes glicosidicas a- (1-4), em quantidades
que variam de 200 a 10.000, as ligagdes glicosidicas na configuragdo a conferem a
amilose uma estrutura helicoidal. A estrutura helicoidal da amilose é também
responsavel pela formagdo de complexos com alguns compostos organicos, como
alcoois alifaticos de cadeia nao ramificada. A formagao do complexo de amilose com
n-butanol € um dos métodos para a separagcdo da amilose de uma mistura de
amilose e amilopectina. Este composto é também um complexo de inclusdo, no qual
o n-butanol é envolvido fortemente pela estrutura helicoidal da amilose e, nesse
processo, grande quantidade de agua de solvatacdo € deslocada, tornando a
amilose muito menos soluvel, e facilmente cristalizavel. Em alimentos, os lipideos
existentes também podem ser envolvidos pelas hélices da amilose do amido
presente, o que pode ter influéncia na digestibilidade do amido.'®A ligagdo entre os

atomos de carbono das unidades de glicose sdo do tipo a- (1-4).24%

Ligagao a- (1-4)

Figura 2. Estrutura quimica da molécula de amilose
Fonte: (CEREDA, 2001)

A amilopectina € um polissacarideo que constitui a fracdo mais ramificada do
amido com forma ndo totalmente esférica, devido sua estrutura ndo ser
perfeitamente formada. E composta por varias cadeias constituida de 20 a 25
unidades de a-D-glucopiranose unidas em (1-4); essas cadeias, por sua vez, estao
unidas entre si por ligagdes a- (1-6), constituindo essas ligagbes de 4 a 5% do total

das ligagdes glicosidicas. As ramificagdes aparecem a cada 24-30 moléculas de
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glicose. A ligacao entre as unidades de glicose também € do tipo a- (1-4), na mesma
cadeia. Porém, unindo duas cadeias aparecem ligacbes do tipo a- (1-6). A
amilopectina apresenta um grau de polimerizacdo da ordem de 10* a 10°, tem
massa molecular de 0,5x10% a 10° e o comprimento das ramificagdes é variavel. A
amilopectina apresenta coloragdo vermelha quando em contato com solucdo de
iodo. A disposicdo da amilose e da amilopectina no granulo de amido leva a
formacdo de zonas de deposicdo mais ou menos densas. A regido onde a
amilopectina esta concentrada € mais densa e cristalina, por isso, dificulta a entrada
de moléculas como a de agua e enzimas, apresentando-se mais resistente ao

processo de hidrdlise.?*%

Ligagao a- (1-6)

H oulr

Ligacao a- (1-4)

Figura 3. Estrutura quimica da molécula da amilopectina
Fonte: (CEREDA, 2001)

2.2.2 Gelificacdo do Amido

Para o processo de hidrélise, primeiramente prepara-se a matéria-prima, em
seguida faz-se a gelificagdo e por fim a sacarificacdo. Essas operacbes visam

transformar o amido em acgucares fermentesciveis. A gelificacdo consiste na
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transformagédo do amido em goma, por meio da hidratacdo e cozimento. Os graos de
amido se encontram no interior das células e pelo cozimento, as paredes de natureza
celuldsica que contém os graos de amido s&o rompidas, assim, este absorve a agua e
se gelatiniza. A temperatura em que ocorre a gelificagdo depende da origem botanica
do amido. Para fécula de mandioca, a temperatura € menor que para cereais, 0 que
implica em menor consumo energético e maior facilidade de transformacdo nessa
fase.?"?

O amido apds sofrer gelatinizagdo nao € diretamente assimilavel pelas
leveduras Saccharomyces cerevisiae, reponsaveis pela fermentacao alcodlica. Torna-
se necessario, portanto, proceder a uma hidrolise ou sacarificagdo do amido em
agucares, 0s quais apresentam constituicdo molecular mais simples. O fenébmeno de
gelatinizacdo ou gelificagdo do amido é extremamente importante para varios
alimentos.?”°

Nas zonas amorfas os componentes que expandem sdo amilose e um pouco
de amilopectina. Essa expansao € limitada por ser severamente restringida pelas
camadas essencialmente continuas de amilopectina cristalina. O grau de expansao é
reversivel porque as camadas ndo séo pertubadas. Na presenga de agua e calor os
granulos de amido expandem-se embebendo agua. Com o aquecimento, a

temperatura de gelatinizagdo é atingida e uma pasta é formada.?”>°

2.2.3 Sacarificagdo do amido de mandioca

A sacarificacdo é o processo de transformacdo do amido ou fécula
infermentescivel em acucares fermentesciveis. Ela é feita por hidrélise quimica ou
enzimatica, liberando assim, acucares fermentesciveis. A via enzimatica pode ser
conseguida com o uso de enzimas amiloliticas, enquanto a via quimica através de
acidos, calor e pressdo. A sacarificagdo enzimatica € processada por acao de
enzimas do malte ou pela acdo dos micro-organismos de certos fungos Os produtos
resultantes da hidrélise de amido por enzimas constituem importantes produtos
comerciais e contém desde maltodextrinas e ciclodextrina até os agucares mais
simples. OS amilaceos s&o sacarificados devido os agentes de fermentagao
(leveduras) n&o possuirem enzimas amiloliticas.. Os produtos de conversao
enzimatica do amido vao desde a glicose a dextrinas de elevado peso molecular. O

amido € um polissacarideo constituido de cadeias normais e ramificadas formado
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por moléculas de varias centenas de unidades de glicose, ligadas entre si por
ligacdes a- (1-4) e a- (1-6), que pode converter-se em agucares. Dentre 0s processos
de hidrdlise citados, o enzimatico € o mais vantajoso, em consequéncia, diferentes
micro-organismos com propriedades amiloliticas tém sido estudados.®'+*?

O processo de hidrdlise envolve principalmente o rompimento das moléculas
do amido em fragmentos de baixo peso molecular, e tem como consequéncia o
aumento do numero de moléculas lineares menores que as moléculas de amilose do
amido natural, o que resulta no aumento da tendéncia de retrogradagdo sob
resfriamento e repouso do amido gelatinizado. Quando o amido gelatinizado é
armazenado e resfriado, ele pode sofrer um fendmeno denominado de
retrogradacao, portanto, a hidrélise € um pré-tratamento que visa aumentar as
possibilidades de se obter agticares redutores e retrogradacéo do amido.?'

A via enzimatica pode ser conseguida com o uso de enzimas amiloliticas,
obtidas através de varios agentes enzimaticos, tais como: o malte, farelo enzimatico,
enzimas comerciais purificadas. O procedimento enzimatico € sem duvida a forma
mais eficiente de transformacédo do amido, entretanto, apresenta um custo elevado
para o utilizacdo de enzimas, enquanto que a hidrolise acida apresenta menor custo,
mas, em compensacao, hao se tem muito controle sobre o rompimento que o acido
empregado realiza na molécula de amido.**3*

A hidrélise do amido tem por base o fato de que a ligacdo glicosidica é
estavel em condi¢des alcalinas, mas € hidrolisada em condi¢des acidas. As enzimas
amiloliticas sdo compostos de natureza protéica que atuam como catalisadores
biolégicos em todas as reagdes metabdlicas energeticamente possiveis e aceleram
essas reacdes por ativacido especifica.>>*

A hidrolise acida é eficiente e relativamente barata, porém gera residuos
poluentes e produtos que inibem a fermentacédo posterior. Por isso, a sacarificacao
enzimatica tem sido objetivo da maior parte dos estudos. O processamento de
hidrolise com o uso de enzimas apresenta possivel redugdo de custos em longo
prazo, pois € possivel se atingir rendimentos proximos dos estequiométricos e em
condicbes menos criticas de temperaturas, pressdo e agressividade quimica. O
processo enzimatico € menos poluente que o por via acida.®* As enzimas usadas
para a sacarificagao sao as a -amilase e a amiloglicosidase (AMG). A primeira atua
no interior da cadeia de amido, quebrando-a em oligossacarideos de menor peso

molecular. A amiloglicosidase, por sua vez, atua nos extremos da molécula, liberando
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unidades sucessivas de glicose.>'**

Na utilizacdo de enzimas para o processo de hidrélise, se a sacarificagao néao
for completa, parte do amido permanece na forma de dextrinas que nao séo
fermentesciveis, por ainda conterem algumas ligacdes de glicoses. Se as enzimas

s&0 bem selecionadas ndo sobram dextrinas e o rendimento é elevado.>*3*

2.3 Enzimas

As enzimas sao proteinas especializadas na catalise de reagbes bioldgicas.
Sao proteinas catalizadoras, que tem o formato de chave e substrato para facilitar o
reconhecimento nas reag¢des quimicas, os fatores que podem influenciar é alta
temperatura, que podera causar desnaturagao dessa proteina, pH alto pode também
interferir na acdo da enzima. Se uma enzima é quebrada em seus aminoacidos
componentes, sua atividade catalitica € sempre destruida. Assim as estruturas
primaria, secundaria, terciaria e quaternaria das enzimas sio essenciais para sua
atividade catalitica. Algumas enzimas nao requerem nenhum grupo quimico para
atividade além dos grupos aminoacidos.>**’

As enzimas sdo substancias organicas formadas por estruturas quimicas
complexas. Sédo substancias sélidas, mas dificeis de serem cristalizadas, compostas
por polimeros de aminoacidos. Sao inativadas pelo calor e esta talvez seja a
caracteristica mais importante destes compostos em relacdo a tecnologia de
alimentos.>*

A principal fonte de obtengdo de enzimas sdo os microrganismos, embora
muitas enzimas de aplicacdo industrial tenham sua origem nos tecidos animal ou
vegetal. A acdo catalitica das enzimas se faz como a dos catalisadores inorganicos,
através da reducao da energia de ativacédo da reagao ou alteragado do seuequilibrio
termodinamico.Alémdereduzirem significativamente a energia de ativacdo, as
enzimas apresentam alta especificidade, que pode se expressar quanto ao tipo de
reacdo ou de substrato. Apenas alguns residuos aminoacidos participam
diretamente da acdo catalitica, embora cadeias de aminoacidos situadas proximas
ao sitio catalitico tenham importante funcdo de fixagdo e posicionamento da
molécula de substrato.>*’

As enzimas sao muito especificas para os seus substratos. Esta
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especificidade pode ser relativa a apenas um substrato ou a varios substratos ao
mesmo tempo. O termo amilase, por exemplo, indica a acdo sobre o amido que

contém dois tipos de polissacarideos: a amilose e a amilopectina.‘°’5'36

2.3.1 Enzimas Amiloliticas

As enzimas amilases, que atuam sobre o amido, glicogénio e
polissacarideos para hidrolisar as ligagdes a-(1,4), sdo responsaveis pela
degradagdo do amido e estdo largamente difundidas na natureza. As amilases
podem ser divididas em trés grupos: as a-amilases, que atuam no interior do
substrato rompendo as ligagdes, chamadas de endoamilases; as [3-amilases, que
atuam nas extremidades hidrolisando unidades n&o redutoras do substrato,
chamadas de exoamilases; e as glucoamilases que liberam unidades de glicose do
terminal n&o redutor do substrato, chamadas de amiloglucosidase.>”*

As amilases atuam sobre as ligagdes glicosidicas do amido. Existem diversos
tipos de enzimas amiloliticas para produgéo de xaropes, alcool, bebidas. No processo
de hidrolise, a a-amilase hidrolisa a cadeia linear da amilose, atacando ao acaso as
ligagbes a-(1,4), por toda a cadeia, produzindo uma mistura de maltose e glicose. A
R-amilase, ataca a extremidade n&o-redutora da amilose, resultando em sucessivas
unidades de maltose. A amilopectina também pode ser atacada por a-amilase e 3-
amilase, mas as ligagdes a-(1,4) proximas das ramificagdes da amilopectina, e as
ligagbes a-(1,6), ndo sdo hidrolisadas por essas enzimas. Portanto, um nucleo
condensado e ramificado, obtido da amilopectina original, denominado dextrina limite
€ o produto dessas enzimas. Outra enzima, a a-(1,6), glicosidase ira hidrolisar a
amilopectina até uma mistura de glicose e maltose.*®%°

Para que ocorra o processo de liquefagdo e sacarificacdo, a a- amilase
rompe as ligagdes a-(1-4), casualmente dentro da molécula de amido, de modo que
se formam pequenas cadeias de dextrose, denominadas dextrinas. Com isso, a pasta
torna-se gelatinizada, ficando menos consistente e formando maior numero de
terminais de cadeias para a acido das enzimas sacarificantes. A a-amilase nao quebra
as ligacdes a-(1-6), permanecendo todos os pontos de ramificagédo intactos apds o
tratamento com a a- amilase. Por esta razdo, esta enzima € comumente denominada
de enzima liquidificante. Outra enzima que atua no amido é a a -glicosidase, que

ataca as ligagbes a-(1-4), das moléculas de maltose e, em menor grau, as dextrinas,
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formando glicose.>***

A a-amilase fungica possui carater acido, € soluvel em agua. O pH 6timo para
sua acao esta entre 5,0 e 6,0. Sua atividade diminui rapidamente em temperaturas
acima de 50°C, mas na presenga de um excesso de ions calcio a desativagéo pode
ser diminuida. A faixa 6tima de temperatura para atividade das a -amilases € de 55 a
70°C, que varia dependendo da fonte, sendo que as bacterianas apresentam maior
estabilidade frente as temperaturas superiores a 40°C, com atividade 6tima em torno
de 70°C. Pode ser inibida por ions de metais pesados, como o mercurio, a prata e o
chumbo.>"%

A B-amilase (a-1,4-glucan maltohidrolase) € encontrada nos vegetais
superiores, € sacarogena, hidrolisa as ligagdes glicosidicas a-(1,4), de
polissacarideos a partir da extremidade nao-redutora sobre a penultima ligagao oxido,
separando duas unidades de glicose na forma de B-maltose, por uma inversao. As [3-
amilases sdo obtidas a partir de grédos de gramineas n&o germinadas. A B-amilase
cristalina é obtida a partir de grdos de trigo, cevada, batata e das sementes da soja.*®

A amiloglucosidase € uma enzima sacarificante produzida por espécies de
fungos do género Aspergillus e Rhizopus. E utilizada para produzir glicose a partir do
amido, hidrolisando liga¢des tipo a-(1,4) e a-(1,6). A produzida de fungos da espécie
Aspergillus € a mais termoestavel. Atua lentamente no ataque inicial a amilose, pois
sendo uma exoenzima, sO atua a partir da extremidade nao-redutora e nao penetra
no interior da estrutura helicoidal da amilose. A amiloglicosidase catalisa
eficientemente a hidrélise do amido dentro de uma faixa estreita de temperatura.. A
atividade maxima ocorre em temperaturas entre 50°C e 60°C. E encontrada na forma
de duas isoenzimas, o que contribui para que apresentem diferentes

especificidades.*?
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Figura 4. Acao das Enzimas Amiloliticas sobre uma molécula de amido. As flechas indicam os pontos
em que as ligagdes sao rompidas.
Fonte: (SPIER, 2005)
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2.4 Fungos

Os fungos sao organismos heterotroficos conhecidos popularmente como
mofos e bolores. Pertencem ao Reino Fungi e sdo constituidos, na maioria, por
sistemas de hifas, que obtém nutrientes por absorgdo. Estes organismos estédo
presentes no solo, no ar, em matéria organica e também em ambientes aquaticos.
No entanto, na maior parte das vezes, sdo lembrados somente pelos danos que
algumas espécies causam, seja parasitando plantas ou causando problemas de
saude como alergias e micoses tanto em humanos quanto em animais. S&o
organismos eucarioticos nao fotossintéticos, possui parede celular, com algumas
excecgdes. Alimentam-se por absorcdo e nao possuem clorofila. Sao unicelulares,
alguns s3o multicelulares e macroscopicos.*

A nutricdo dos fungos é realizada através da absorgdo, com excegado das
leveduras que sao geralmente unicelulares, acumulam glicogénio como substéncias
de reserva e tém forma de vida diversificada desde saprobiontes, comensal,
simbiontes e parasitas. Os fungos formam esporos, que séo dispersos por corrente
de ar. A maioria produz um micélio bem desenvolvido constituido de hifas septadas
ou cenociticas. As células méveis nao sao encontradas em fungos terrestres.*>*4

Os fungos (bolores) e leveduras sdo micro-organismos de alta importancia
na conservagao dos alimentos. A importancia das leveduras reside no fato de serem
eventuais agentes de deterioracdo em alimentos nos quais apresentam condi¢des
6timas de desenvolvimento. E interessante observar que, dependendo do tipo de
alimento e suas caracteristicas basicas, uma mesma espécie de levedura pode ser
considerada benéfica e essencial ao processo tecnoldgico, ao passo que, em outro
produto, ela pode se constituir em agente de deterioragdo. Enquanto o crescimento
de bolores é devido ao desenvolvimento do micélio fungico, constituido de um
aglomerado intrincado de hifas, com aspecto variavel, de seco e pulverulento a
umido e gelatinoso, compacto ou pouco denso, com aparéncia cotonosa. O micélio
apresenta-se geralmente incolor, embora em algumas espécies haja producédo de
pigmentos.*

Os fungos séo explorados de diversas formas, principalmente nas industrias
farmacéuticas, de alimentos, cosmética e téxtil, que utilizam o seu potencial de

producao de acidos citricos, fumarico e galico para fabricacéo de seus produtos.
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2.4.1.1Fungos Filamentosos

O grupo dos fungos microscopicos inclui as leveduras que sao constituidas
de estruturas unicelulares e os fungos filamentosos formados de estruturas
pluricelulares. Os fungos filamentosos sdo compostos por hifas (micélio),
segmentadas ou ndo. No final das hifas, em geral, encontram-se as estruturas
produtoras de esporos, responsaveis pela reprodu<;é10.46'49

Os fungos filamentosos sao formados e constituidos a partir de estruturas de
frutificacdo que germinam dando origem a tubos germinativos que crescem,
formando as hifas ou filamentos. O septo serve para promover a individualizagao
das células que compdem as hifas. Desse modo, no segmento intermediario de dois
septos tém-se uma célula e, consequentemente, um nucleo. Apesar de o septo estar
presente a individualizagdo ndo ocorre completamente, pois os septos apresentam
poros interligando o citoplasma de uma célula com outra. Em se tratando de hifas
cenociticas, essas sao visualizadas como uma estrutura continua composta de
varios nucleos. O crescimento da hifa ocorre por alongamento de suas
extremidades. 4°

Os fungos filamentosos estdo bem difundidos na natureza, estando presente
no solo, no ar, ha agua e em matéria organica em decomposig¢ao. S&do conhecidos
vulgarmente como bolores ou mofos, elaboram numerosos metabdlitos, alguns de
grande interesse industrial, tais como: enzimas, alcoois, acidos, pigmentos corantes,
polissacarideos, esterdis, substancias antibidticas. Os fungos filamentosos
microscopios sédo predominantemente pluricelulares, apresentam micélio aéreo,
possuem reproducdo sexuada e/ou assexuada. Seus esporos ou conidios,
estruturas reprodutivas de origem sexuada ou assexuada respectivamente, sao
originarios da especializagdo de seu micélio em 6rgédos ou sistemas
reprodutivos.*’4®

Os fungos filamentosos podem se desenvolver em produtos com atividade
aquosa baixa. Entretanto, alguns fungos filamentosos xerofilicos podem se multiplicar
em produtos com menores atividades de agua, esse grupo ainda € de importancia
em alimentos conservados pelo uso do agucar, do sal e desidratados. Multiplicam-se
em uma ampla faixa de pH entre 2,0 e 8,5, tornando-se importante grupo para
produtos acidos (frutas e produtos de frutas, conservas acidas, vegetais fermentados

e outros). Sao os principais deteriorantes de alimentos, onde se multiplicam com
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grande facilidade. com pH inferior a 4,0 - 4,5.4"4°

Os fungos se reproduzem por meio de esporos. Em condi¢des favoraveis, o
esporo absorve agua, aumenta de tamanho e germina emitindo um tubo germinal,
que se alonga por crescimento da extremidade distal e se tornam filamentosos,
longos e se ramificam. A estrutura produtora de esporo € chamada esporoforo.
Quando a extremidade terminal do esporéforo forma um saco, esse € chamado
esporangio e o esporéforo de esporangioforo. Os esporos contidos em tais estruturas
sdo denominados esporangiosporos. Quando estes estdo maduros, o esporangio se
rompe pela pressao interna ou € desenvolvido por enzimas secretadas, e entdo os

esporangiésporos sao libertados.*®
2.4.1.1Fungos do género Aspergillus

Os fungos filamentosos do género Aspergillus pertencem a familia das
Aspergillaceae e a classe dos Ascomicetos. Estes organismos apresentam um talo
filamentoso constituido por hifas septadas, com ramificagdes dicotdmicas fazendo
angulos de 45°, mostrando estruturas de reprodugao assexuada situadas no cimo de
uma vesicula terminal com forma variavel e que é o prolongamento do conidioforo.
As espécies que compde este género tém ampla distribuicdo mundial estando
presente na superficie, no ar e na agua, tanto em organismos vegetais bem como
em animais, além de estarem associadas com a deterioracdo de materiais vegetais
e alimentos, principalmente em regides de clima tropical e subtropical. Muitas das
espécies de Aspergillus sao utilizadas para a obtengdo de enzimas, na biossintese
quimica e na transformac&o de compostos.**>°

As colbnias geralmente tém crescimento rapido e exuberante, inicialmente
sdo brancas, amarelas, passando para marrom ou para o0 negro. A colbnia é
composta por micélio aéreo com conidiéforos eretos, densamente distribuidos sobre
a superficie do meio. A taxonomia atual reconhece cento e cinquenta espécies do
género Aspergillus, entretanto somente trinta destas sdo bem definidas.>°

O Aspergillus niger € um fungo filamentoso denominado “mofo negro”, exibe
caracteristicas particulares como: colénias brancas a amarelo palido, ligeiramente
forma milhares de esporos. Apresenta conidios esféricos, medindo de 3 a 5 um e
tornam-se rugosos ao atingir a maturagdo. Esse tipo de fungo tem hifas finas,

septadas e conidiéforos com vesiculas recobertas por conidios negros. Séao



30

microorganismos ideais para aplicagdes industriais, por apresentar boa capacidade
de fermentar uma grande variedade de matéria-prima de baixo custo, facilidade de
manipulagdo, produzir rendimentos elevados de bioprodutos e altos niveis de
secrecdo de enzimas.®!%?

Algumas espécies de fungos Aspergillus (Aspergillus fumigatus e Aspergillus
flavus) sdo patogénicas para homens e animais. A maioria das infecgbes sistémicas
em humanos é encontrada em pacientes imunodeprimidos. Embora a espécie
Aspergillus niger, seja geralmente nao patogénica, inalacédo de grande quantidade de
esporos pode levar a doenga pulmonar (aspergilose). A OMS (Organizagdo Mundial
de Saude), criou oportunidade para utilizagdo de Aspergillus niger na produgéo
industrial de acidos, produtos farmacéuticos e de enzimas, por considerar inofensiva

a ingestdo oral dessa espécie.”®>?

2.4.1.2Fungos do género Rhizopus

O fungo do género Rhizopus pertence ao filo Eumycophyta. O prefixo “rhizo”
€ relacionado as raizes, o sufixo “pus” deve-se aos rizoides da base dos
esporangiosporos ou das hifas que sdo caracteristicos de algumas espécies desse
género. Sao considerados fungos verdadeiros. O corpo desses fungos € formado
por numerosos filamentos denominados hifas, constituindo um emaranhado
chamado micélio.*®°

Os fungos Rhizopus estdo espalhados pelo solo, especialmente em terrenos
turfosos ou umidos, no estrume, na poeira do ar, em alimentos e nos utensilios em
péssimas condi¢des higiénicas. O Rhizopus ssp pertence ao grupo dos ficomicetos,
desenvolvem-se sobre matéria organica umida, constituindo o bolor com coloragao
preta. Apresentam micélio ramificado e desarranjado. A reproducdo efetua-se por
germinagdo de esporos. Os esporos maduros sao liberados dos aparelhos
esporiferos e disseminados. Um esporo germina e libera um filamento ou hifa que

cresce, para dar um novo micélio.Seus esporos sdo de natureza assexuada.*®*°

2.4.1.3Fatores que influenciam no crescimento dos fungos

Os fungos necessitam de condigdes minimas (fatores nutricionais e fisicos)

necessarias para o seu crescimento. Na produgcdo de amilases por fungos e
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bactérias, o efeito da fonte de carbono na inducéo e repressao da enzima é muito
importante como fonte de regulagcédo da biossintese. Amido e substancias amilaceos
tém sido descritos como os substratos mais adequados para a alta produtividade de
amilases.****

Os principais fatores que influenciam o crescimento dos fungos nos
alimentos sdo a concentragdo de ions de hidrogénio, a atividade de agua, o
potencial de oxirredugao, os nutrientes e a presenca ou auséncia de substancias
inibidoras. Os fungos sao aerdbicos e seu crescimento € estimulado pelo
fornecimento farto de oxigénio, desenvolvendo-se em ampla faixa de
temperatura.*>**

Os fungos da flora microbiana dos cereais podem ser classificados de
acordo com a etapa na producido de alimentos que invadem os graos e sementes
de campo ou de armazenamento. A distingdo entre fungos de campo e de
armazenamento ndo é baseada na classificacdo taxondmica, mas depende das
condicbes ambientais e/ou ecoldgicas que favorecem o crescimento dos mesmos,
nos seus habitos de crescimento e onde os danos ocorrem. A flora microbiana dos
cereais geralmente é constituida pela flora do solo, do ambiente e dos locais onde
sdo armazenados 0s graos, e por contaminagdes ocorridas no processamento.
Estes fungos podem ser classificados, de acordo com a etapa na produgédo de
alimentos que invadem os graos e sementes, em fungos de campo ou de
armazenamento. Os fungos apresentam grande capacidade de colonizagdao e
exploracédo de substratos organicos vivos em decomposicdo.>®

Os fungos utilizam o nitrogénio na sintese de &cidos nucléicos, algumas
vitaminas, aminoacidos, proteinas e enzimas. O nitrogénio € encontrado no solo na
forma de nitrato ou aménio, sendo ambos absorvidos pelo fungo no momento em
que sao requeridos nos processos metabdlicos. Porém, quando o fungo é cultivado
em laboratério, se o meio e cultura in natura ndo fornecer uma quantidade
necessaria desse nutriente, uma suplementacdo deve ser realizada. As fontes de
nitrogénio podem ser inorganicas na forma de sais de nitritos, nitratos ou amonio, ou
organicas na forma de uréia, aminoacidos ou extrato de levedura. A utilizagao destes

compostos depende do tipo de micro-organismo utilizado>"°

3 FERMENTAGAO ALCOOLICA
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51 Leveduras Alcodlicas

O processo de fermentacdo alcodlica ocorre com a transformagdo da
matéria-prima em alcool por microrganismos, usualmente leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae. Para um bom rendimento de fermentagcdo € muito
importante que se adicione ao mosto uma quantidade de leveduras capaz de
converter os agucares em alcool e gas carbdnico, dentro de determinadas
condi¢cdes. Nas destilarias, estes microrganismos sao chamados de pé-de-cuba ou
simplesmente fermento.>%%°

A fermentagdo alcodlica € o processo bioquimico, em que 0s mostos
preparados devem ser inoculados com as leveduras, que sdo 0S microrganismos
responsaveis pela transformagdo de acgucar em alcool etilico. Esse processo
bioquimico é realizado por enzimas, e pode ser considerado como a oxidacao
anaerobica parcial, da glicose. Para que as fermentacdes ocorram de forma
satisfatoria, € necessaria que se adicione aos mostos uma quantidade ajustada de
microrganismos capazes de transformar os aclcares em &lcool e gas carbdnico. E
um processo de grande importancia, no qual sdo obtidos todos os alcodis industriais
e todas as bebidas alcodlicas, destiladas e nao destiladas e, como produto
secundario, o gas carbénico. E ainda utilizado na producdo de leveduras de
panificagdo e na obtenc&o de leveduras prensadas.®®®°

No processamento de mandioca para producgao de alcool ou aguardentes as
leveduras transformam o agucar proveniente da hidrolise do amido da mandioca em
etanol, liberando gas carbénico. Emprega-se a levedura Saccharomyces cerevisiae
Hansen, que € a mesma empregada na produgédo de alcool de cana-de- agucar.
Para iniciar a fermentagao, € necessario misturar o inéculo de leveduras ao mosto,
mantendo as condigdes adequadas para o desenvolvimento dos microrganismos. O
controle de temperatura, pH, adicdo de nutrientes e concentracido da levedura
devem ser adequados e ajustados para que nao ocorra desequilibrio e cause pouca
conversao em etanol no processo e consequentemente nao afetem o rendimento da
fermentacao. %>

Nos processos de fermentacdo geralmente a temperatura o6tima é
estabelecida entre 26°C e 32°C. O pH deve ser baixo (4,0 a 4,5) para inibir a agao
de bactérias. A concentragcédo de solidos soluveis do mosto deve estar entre 12 a 14

graus Brix para que ndo ocorra inibigdo da propria levedura.>®°
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Todo liquido agucarado pode ser fermentado e recebe a denominacéo de
mosto. A composi¢cdo quimica do mosto € outro aspecto importante na producéo de
alcool e aguardentes, haja vista que as células de leveduras apresentam
necessidades nutricionais diferenciadas durante o processo de fermentacao
alcodlica. A disponibilidade de nutrientes influencia a multiplicacdo e o crescimento
celular, bem como a eficiéncia da transformacdo de acucar em alcool. Em alguns
casos pode ser necessaria a suplementacao de nutrientes, adigéo de antissépticos e
aumento da temperatura para se obter rendimentos satisfatérios. Na suplementagao
usa-se nitrogénio, devido a sua importancia para as leveduras, por ser um elemento
essencial para a multiplicacéo e crescimento do fermento.>®>°

Durante a fermentacdo alcoodlica, ocorre 0 consumo dos acucares pelos
microrganismos (leveduras) com formacdo de alcool etilico e dioxido de carbono.
Geralmente, ha, a formacdo de pequenas quantidades de outros componentes
(produtos secundarios da fermentagdo alcodlica), tais como é&cidos carboxilicos,

metanol, ésteres e &lcoois superiores.*®

C6H1206 (glicose) + enzima + H20 —> CH3CH20H (alcool etilico) + CO2

Figura 5. Converséo da glicose a etanol e dioxido de carbono

3.1.1 Levedura Saccharomyces cerevisiae

A espécie de levedura mais comumente encontrada € a Saccharomyces
cerevisiae, conhecida vulgarmente como levedura de padeiro ou da cerveja. E
largamente disseminada na natureza, porém, esta espécie € mais frequentemente
associada com fermentagdes industriais, em particular as fermentagdes para
producdo de bebidas alcodlicas, panificacédo e etanol. Faz parte da Biotecnologia
tradicional, pelo seu uso na produgdo de pao, vinho e cerveja, devido a sua
capacidade de produzir alcool e diéxido de carbono.®

Devido a sua grande disponibilidade na forma de levedura prensada, tornam-
se importantes fontes de obtengcdo de uma grande variedade de enzimas. As células

da Saccharomyces cerevisiae possuem geralmente formato elipséide, sendo que o
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maior diametro das células varia entre 5 e 10 ym e o0 menor diametro varia entre 1 a
7 ym. A média dos volumes celulares € de 29 ou 55 uym para as células hapldides e
dipldides, respectivamente, e o tamanho celular aumenta de acordo com a maturagao
da célula. Este tipo de levedura tem rapido crescimento celular, alta tolerancia a
etanol e uma eficiente producéo de etanol E constituida por proteinas de qualidade e
tem sido associada por séculos a producdo de bebidas e alimentos.%%°

As leveduras nao fermentam o amido, porque sua estrutura é muito
complexa, com numero muito elevado de ligagdes entre moléculas de glicose. As
leveduras do género Saccharomyces, que tradicionalmente sao utilizadas na
producéo de etanol, ndo possuem habilidade de hidrolisar amido. Para a fermentacao
do amido s&o necessarias enzimas amiloliticas para hidrolisa-las em glicose, pois a

Saccharomyces cerevisiae ndo produz estas enzimas.®’

3.1.2 Levedura selvagem

As leveduras selvagens sao aquelas que se apresentam estranhas ao
processo de fermentacao alcodlica, resultando em contaminacdo. Podem ser da
mesma espécie utilizada no processo ou ndo. Essas leveduras causam queda no
rendimento e na produtividade da fermentacdo, bem como na qualidade do produto

desejado.”

4 DESTILAGAO

Com o término da fermentagdo alcodlica, o vinho esta apto para ser
destilado. O processo de destilagcao inicia com a colocagédo do vinho separado dos
materiais (residuos de fermentagdo) mais grossos, na caldeira, para ser destilado.
Os solidos sao basicamente constituidos pelas células de leveduras e bactérias,
sais minerais, agucares que nao fermentaram e impurezas mecanicas em
suspensao. O vinho ndo deve ocupar todo o volume da caldeira. A presenca de
células de leveduras, no vinho para destilar, € benéfica para a qualidade do
destilado, uma vez que os acidos graxos liberados atribuem caracteristicas préprias
ao destilado. No entanto, quantidades excessivas de acidos graxos sdo prejudiciais.
A seguir, acende-se o fogo na fornalha. A chama pode ser mais intensa no inicio,

até quando o destilado comega a sair no condensador. Nesses momentos, a
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intensidade da chama deve ser reduzida e a destilagdo deve continuar. A fase
liguida do vinho € constituida pela agua e pelo etanol, componentes mais
importantes do ponto de vista quantitativo, e em quantidades menores pelos
chamados compostos secundarios, principais responsaveis pelas caracteristicas
sensoriais das bebidas destiladas.™?

No processo de destilacdo, a separacdo dos componentes da mistura se
baseia na volatilidade de cada um desses elementos, numa dada temperatura e
pressao. Na destilagdo, a mistura € aquecida até a ebulicdo, sendo que os vapores
s&o resfriados até sua condensagdo. Se a mistura € bem heterogénea, composta
por liquidos imisciveis, o destilado sera constituido pelo liquido mais volatil.”

No processo de fabricagdo da tiquira, o liquido a ser destilado é o mosto
fermentado ou vinho proveniente da hidrélise do amido de mandioca. Esta mistura é
composta por componentes que coexistem na fase gasosa, liquida e sélida. O
principal componente gasoso € o CO, formado na fermentagao alcodlica do mosto. A
fase liquida, que é a mais importante em termos quantitativos, € constituida por
agua, etanol e outros constituintes secundarios, representados quimicamente por
aldeidos, acidos organicos, ésteres, alcoois superiores, glicerol, furfural. Na fase
solida encontram-se os solidos insoluveis, constituidos por células de leveduras e
bactérias, residuos de mandioca, sais minerais, agucares nao fermentados, acucares
infermentesciveis.?°

Na obtencdo de aguardentes, como a cachacga e tiquira, a destilacdo deve
ser fracionada em trés porgdes distintas para retirada de compostos indesejaveis:

Cabeca ou cabilouro: € a primeira fragdo destilada e contém a maior
proporcdo de compostos mais volateis, devendo ser separada do produto final,
corresponde a cerca de 10% do detilado; rica em metanol, aldeidos etc;

Coracgédo ou restilo: é a segunda fracao. Trata-se da aguardente propriamente
dita; € a parte nobre da destilagdo, correponde a 80% do destilado, onde estao
concentrados o etanol, ésteres e substancias que caracterizam a bebida;

Cauda ou surrapa: é a ultima fragcao e, contém como a cabeca, elementos
menos volateis e compostos indesejaveis, devendo ser separada do produto final,
corresponde aos 10% finais do destilado, contém dleos pesados (dleo fusel) e outras

substancias indesejaveis."
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5 PROCESSAMENTO DA TIQUIRA PELO METODO TRADICIONAL

5.1 Principais operagdes unitarias

| Mandioca (raiz) |--

1
| Descascamento ——> Cascas

| |
| Ralagdo -
|
Prensagem |
. . - . I . -
Manipueira [ Peneiragao| | —>Material néo

ralado

|
Agua <——| Beiju/Cozimento |
|

| Emboloramento / Sacarificagdo |
[
L_s| Fermentagio alcodlica |
I

| Peneiragdoll |—— Residuo fibroso
[

Destilagdo
————=Vinhaca

TIQUIRA

Agua ——

Figura 6. Principais operagdes unitarias
Fonte: (AUTOR)

A tiquira € uma aguardente preparada a partir da mandioca (Manihot
esculenta, Crantz), € uma bebida tipica do estado do Maranhao, de origem indigena,
produzida por um processo artesanal, bastante primitivo. Apresenta graduacao
alcodlica de 36% a 54% por volume, a 20°C, obtida pela destilagao do mosto de
amido de mandioca fermentado."™?

No processamento da tiquira pelo método tradicional, a sacarificagcao é
realizada por bolores (fungos nativos) e a fermentagao por leveduras selvagens.

Para a fabricagdo da tiquira sdo necessarias trés etapas: a) gelificagdo e
sacarificagdo do amido de mandioca; b) fermentacdo alcodlica e c) destilagdo. A
matéria-prima para a producio da tiquira € a raiz da mandioca ralada e moldada
como beijus para ser assada em chapas de ferro ou cobre.’

Inicialmente as raizes da mandioca s&o descascadas, raladas e prensadas.

O descascamento geralmente é realizado manualmente com a utilizagdo de facas. A
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ralacéo é feita para que as raizes sejam trituradas e liberem os granulos de amido
permitindo a homogeneizagdo da massa. O processo de trituragdo é realizado em
um tipo de ralador composto por cilindro de madeira com serrilhas metalicas e fixado
sobre uma mesa de madeira, denominado de catitu, como mostra a Figura 7. Apds a
massa ser ralada é colhida em cocho de madeira para ser prensada. O material
obtido deve ser o mais fino possivel, pois quanto mais fina for a massa, maior sera o

rendimento na fermentacgao.

Figura 7. Ralador de Mandioca (catitu)
Fonte: (AUTOR)

Terminada a ralagdo das raizes de mandioca, a massa deve ser prensada
imediatamente para impedir a fermentacdo e o escurecimento da mesma. Este
procedimento é realizado em prensas manuais (figura 8A), para reduzir, a0 maximo,
a umidade presente na massa ralada. A agua colhida na prensagem €& chamada
"manipueira" (Figura 8B), que além de muito téxica é poluente e deve receber um
tratamento adequado para evitar a contaminagéo de corregos, rios e terrenos.?3

Em seguida, a massa é separada da por¢do mais grossa em peneira de
palha, (figura 8C). As fragbes grosseiras (crueira) sao separadas da massa e podem
ser utilizadas na alimentagao de animais. O material deve ser desintegrado para nao

atrapalhar na formagao dos beijus.
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Figura 8. Prensa manual (A), 4gua de manipueira (B) e peneira de palha (C)

Na confecg¢ao dos beijus, espalha-se a massa sobre uma chapa aquecida a
lenha em torno de 70 a 80 °C, formando uma torta com aproximadamente 30 a 35
cm de diametro e 8 a 10 cm de altura, (figura 9A) e deixa cozinhar até apresentar
uma coloracdo apenas levemente dourada em ambos os lados do beiju, que esta em
contato com a chapa. Deve-se ter o cuidado para nido deixar que a massa cozida
queime ou fique seca. E fundamental que a torta tenha certa umidade para favorecer
o crescimento dos fungos. Concluida esta etapa a torta passa a ser denominada de
beiju.”

Para que ocorra o emboloramento (figura 9B), os beijus serdo cobertos com
folhas de coqueiro ou bananeira e acondicionados em local (jiraus) que tenha pouca
luminosidade, seja bastante umido com pouca ventilagdo e quente, onde
permanecerao por um periodo de aproximadamente 8 a 9 dias para o surgimento e
desenvolvimento de fungos na superficie dos beijus que s&o necessarios para
sacarificagdo do amido. Passado esse periodo, os beijus poderao ficar secando ou
ser usado imediatamente para fermentaco. '

Durante o periodo de emboloramento dos beijus, observa-se o crescimento
de bolores com aspecto variavel devido ao desenvolvimento do micélio fungico. O
micélio usualmente € incolor, embora em algumas espécies haja producédo de
pigmentos, conferindo-lhe uma tonalidade vermelha, amarela, castanha, cinza ou

preta.?®
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Figura 9. Beiju sendo assado (A) e embolorando do beiju no jirau (B)

Os beijus contendo amido sacarificado sdo esfarelados e colocados em
fermentadores rusticos, denominados dornas (Figura A), que normalmente sao
cochos confeccionados de madeira. A fermentacdo ¢é natural e feita por
microrganismos que ocorrem naturalmente no meio."

Inicialmente uma quantidade de beiju correspondente a aproximadamente
metade do volume do fermentador € esfarelada e colocada na dorna de
fermentacdo. Acrescenta-se agua suficiente para deixar toda massa bem umida.
Deixa-se a massa diluida em repouso por quatro dias. Passado este periodo,
homogeneiza-se a massa diluida para ficar mais uniforme e completa-se o volume
com agua potavel. O mosto é deixado fermentar por mais quatro dias. Para a
conclusdao das duas fases do processo, leva em média oito dias. O fim da
fermentacao é verificado quando diminui o borbulhamento que aparece na superficie
do fermentado."?

Finalmente o mosto fermentado é coado para a separagdo dos solidos
insoluveis. Este procedimento é feito para evitar que os residuos queimem no fundo
da caldeira do alambique e introduzam mau gosto na bebida, afetando
negativamente a qualidade do destilado. A destilagao da tiquira é feita em alambique
simples (Figura 9B). Os alambiques mais utilizados s&o confeccionados de cobre,
acoplados com serpentinas. O conjunto é bastante precario, onde o sistema de
resfriamento n&o funciona devido muitas vezes a quantidade de agua ser
insuficiente para o resfriamento da serpentina. Geralmente o aquecimento da
caldeira do alambique é realizado com a queima de lenha. A destilacdo € conduzida
de forma branda, sem pressa durante todo o processo para evitar que o vinho entre

em ebulicdo e provoque ebulicdo tumultuosa e em consequéncia turve a bebida.??
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Finalmente com o término da destilacao, a tiquira esta pronta para o consumo.

Figura 10. Dorna de fermentacéo (A) e Alambique de cobre(B)
Fonte: (AUTOR)

Dentre as caracteristicas da tradicional tiquira, esta a coloragado levemente
azulada, obtida através da adicdo de folhas de tangerina a panela do destilador
para ser destilada juntamente com o vinho, mas que se torna volatil com o tempo.
No entanto, adulterando essa coloragdo natural, produtores, atravessadores e
comerciantes acrescentam uma substancia de tonalidade forte (violeta), cujo
principio quimico ja foi identificado e quantificada, trata-se do corante violeta
genciana (cloreto de hexametilpararosanilina), que é um produto industrializado ndo
alimenticio, € de uma espécie quimica bastante reativa no organismo, com
indicacbes de ser multagénica, podendo provocar ulceragdes no organismo A
comprovagao do composto sugere que as autoridades alertem ou esclaregcam aos

consumidores sobre os possiveis maleficios a saude.®
6 PROCESSAMENTO DA TIQUIRA PELOS METODOS PROPOSTOS

Para a fabricacdo da tiquira pelo método tradicional ou por métodos
modernos sao necessarias trés etapas: a) gelificagcdo e sacarificagcdo do amido de
mandioca; b) fermentagao alcodlica e c) destilagao.

A sacarificagcao que é realizada por bolores nativos no método tradicional
devera ser substituida por enzimas comerciais e fungos isolados, enquanto a
fermentagcdo selvagem sera suprida por leveduras (Saccharomyces cerevisiae
Hansen), usada em panificacao.

Inicialmente em ambos os processos com a gelificagéo, a estrutura do amido
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se abre e a viscosidade aumenta, permitindo que a enzima tenha acesso ao amido,
para converté-lo em acgucares. Para gelificar amido de mandioca, a temperatura
necessaria deve ser superior a 70°C. A suspensao de amido a ser liquefeita com o
aquecimento, perde sua viscosidade, facilitando a sacarificagdo do amido em
agucares fermentaveis. Apos a gelificacdo e sacarificagdo, a maior parte das
ligacbes do amido € rompida. Para se obter um melhor rendimento em acgucares,
deve ocorrer um maior rompimento de ligagées na molécula do amido.™®

A conversado ou sacarificagdo do amido de mandioca é feita por hidrélise
quimica ou enzimatica liberando agucares fermentesciveis. Quando uma solug¢ao de
amido é tratada com acido a quente, ocorrem sucessivas hidrélises até que suas
moléculas sejam convertidas totalmente em glicose. Durante esse processo, sao
encontrados como produtos intermediarios dextrinas e oligossacarideos. A via
enzimatica pode ser conseguida com o0 uso de enzimas amiloliticas, obtidas através
de varios agentes enzimaticos, tais como: o malte, farelo enzimatico, enzimas
comerciais purificadas. O procedimento enzimatico € sem duvida a forma mais
eficiente de transformagao do amido.??

No processo de fermentacdo, as leveduras transformam o acucar
proveniente da hidrélise do amido da mandioca em tiquira, liberando gas carbonico.
A levedura mais empregada é a Saccharomyces cerevisiae Hansen, que € a mesma
empregada na producdo de aguardente de cana-de-acUcar. Para iniciar a
fermentacao, é necessario misturar o indculo de leveduras a suspenséo que contem
acucar, mantendo as condicbes adequadas para o desenvolvimento dos
microrganismos e producdo da aguardente. Temperatura, pH, disponibilidade de
nutrientes e concentracdo da levedura sdo alguns dos parametros que afetam o
rendimento da fermentacdo. A temperatura 6tima para a etapa de fermentacédo se
situa entre 26°C e 32°C. O pH deve ser baixo para inibir a acdo de bactérias e deve
estar entre 4,0 e 4,5. A concentragdo do mosto deve estar acima de 12,0 °Bx para
nao inibir a acdo da prépria levedura ao decorrer da fermentacéo.*

As etapas da destilacdo sdo equivalentes ao processo utilizado para a
aguardente de cana-de-acgucar. A primeira fragcao destilada é chamada de cabeca e
corresponde a cerca de 10% do destilado; rica em metanol, aldeidos etc., deve ser
separada do coracdo ou restilo que corresponde a 80% do volume do destilado,
sendo a parte nobre da destilagdo, onde estdo concentrados o etanol, ésteres e

demais substancias que caracterizam a bebida. A cauda ou surrapa, que
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corresponde aos 10% finais do destilado, € também denominada de agua fraca e
contém oleos pesados (6leo fusel) e outras substancias responsaveis pela sensagao
de ressaca; assim como a cabecga deve ser também desprezada.1'3

Nos processos propostos: Producédo de tiquira com enzimas comerciais e
Producdo de tiquira com fungos isolados, o amido da massa de mandioca sera
convertido em acgucares por meio de um processo enzimatico. Os acucares
presentes no mosto sdo fermentados por leveduras e o vinho resultante sera
destilado para a producao das aguardentes.

Para fabricagao de tiquira utilizando enzimas comerciais serdo usadas duas
enzimas para a conversao do amido em matéria-prima fermentavel: a a- amilase
(Liguozyme® Supra), de origem bacteriana e resistente ao calor para a fase de
liquefacdo, onde o amido perde sua viscosidade e Glucoamilase (AMG® 300 L), de
origem fungica, que converte o amido liquefeito e suas dextrinas em glicose para a
sacarificagao.

Para a fabricacdo da tiquira utilizando fungos isolados, de acordo com o
cronograma apresentado no projeto de pesquisa, serdo usadas cepas de fungos
filamentosos potenciais produtores de enzimas a-amilase e amiloglucosidase na
convers&o do amido e posterior produco de tiquira.’’

Trabalhos realizados com Aspergillus niger descreveram que taxas de
inoculacédo de cerca de 10° a 107 esporos/g de suporte sdo suficientes para um bom
crescimento dessa espécie de fungo.” Observaram fendmenos de inibicdo da
germinagao dos esporos quando taxas de inoculagdo superior a 108 esporos/g de

substrato s&o utilizadas.®>®®

7 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério de
Tecnologia de Bebidas do Campus Maracana do Instituto Federal do Maranhao,
Laboratorio de Micologia do UNICEUMA, Laboratério para o Desenvolvimento da
Quimica da Aguardente (LDQA)-USP em S&o Carlos-SP e Laboratério de Analises

de solo da Universidade Estadual do Maranhdao — UEMA.

7.1 Materiais
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7.1.1 Mandioca

Para a realizagdo dos experimentos foram adquiridos 30 quilogramas de
mandioca de um mesmo lote, variedade “branquinha”, com 12 meses de idade, de
um produtor rural, cultivada na propriedade Cajazeiras, municipio de Urbano
Santos—MA. Utilizou-se amostras de massa de mandioca descascada e ralada, que

foram identificadas, ambientadas em sacos plasticos e conduzidas até o laboratério.

7.1.2 Enzimas Comerciais

Duas enzimas comerciais foram utilizadas para a conversdo do amido em
matéria-prima fermentescivel: a a- amilase (Liquozyme® Supra), de origem
bacteriana e resistente ao calor para a fase de liquefagdo, onde o amido perde sua
viscosidade e Glucoamilase (AMG® 300 L), de origem fungica, que converte o
amido liquefeito e suas dextrinas em glicose para a sacarificagéo.

A enzima Liquozyme Supra é um preparado enzimatico liquido e
concentrado, a base de a-amilase termoestavel, produzido a partir de uma cepa
selecionada de Bacillus licheni-formes. A enzima hidrolisa as ligagdes a-(1,4), do
amilose e da amilopectina, convertendo rapidamente o amido em dextrinas e
oligossacarideos soluveis. Esta enzima foi especialmente desenvolvida para
promover a liquefacao (dextrinizagdo) do amido e producédo de maltodex-trinas.

A enzima AMG 300 L € uma amiloglicosidase de grau alimenticio, produzida
a partir de uma cepa selecionada de Aspergillus niger. A enzima hidrolisa as ligagdes
a- (1,4) e a-(1,6) do amido liquefeito. Durante a hidrdlise, eliminam-se gradualmente
as unidades de glicose da extremidade nao redutora do sacarideo. A velocidade de
hidrolise depende do tipo de ligagcdo e do comprimento da cadeia. A AMG é
recomendada para sacarificagdo do amido na producgéo de glicose.

As recomendacdes da industria Novozymes Latin América Ltda. para essas
enzimas s&o:

o Liquozyme Supra: 3 mililitros de enzima por quilograma de amido, faixa de

temperatura: 90 a 105°C e pH (6,2 a 6,8).

o AMG 300 L: 2 mililitros de enzima por quilograma de amido, temperatura



44

ideal 58 a 70°C e pH (4,0 a 4,5).

7.1.3 Fungos isolados

Para os experimentos com fungos isolados foram utilizadas cepas de fungos
Aspergillus niger encontradas em amostras de beijus mofados adquiridas
diretamente de alambiques provenientes da propriedade rural Cajazeiras, municipio
de Urbano Santos - MA, os quais foram isolados, identificados, cultivados,
conservados e quantificados.®® Estes fungos estavam disponiveis no Laboratério de
Micologia da Universidade UNICEUMA.

As condicdes de cultura especificadas para os experimentos foram: taxa de
inoculagdo: 5,5x10” esporos/g amido de mandioca; temperatura: 30°C; faixa de pH:
4,0 a 5,0; massa de mandioca/agua:1:10; (NH4)2S04:10% m/v.

7.1.4 Agentes de fermentagéo alcoolica

Para o processo de fermentagdo, usou-se fermento biolégico comercial
prensado fresco, marca Fleischman®.
As principais etapas dos processos de fabricacdo de tiquira utilizando

enzimas comerciais e fungos isolados estao ilustradas na Figura 11.

MANDIOCA

N

| DESCASCAMENTO |

i}

Solugdo de esporos ** —
| RALAGAO |
agua®
L —

GELIFICACADY =
- LIQUEFAGAO

J

SACARIFICAGAD ==

2

Glucoamilase *

FERMENTAGAO |
Fermento biolégico® | DESTILACAO |
—
TIQUIRA

Legenda: (*) Processo com enzimas comerciais;
{**) Processo com fungos isolados

Figura 11. Fluxograma dos processos de producéao de tiquira
Fonte: (AUTOR)
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8 OTIMIZAGAO DO PROCESSO DE PRODUGAO DE TIQUIRA
EMPREGANDO ENZIMAS COMERCIAIS E FUNGOS ISOLADOS.

Para concretizagcdo da producdo das tiquiras foram realizados trés
experimentos com enzimas comerciais e oito utilizando fungos isolados.

O acompanhamento do processo de gelificagao, liquefagdo, sacarificacéo e
fermentagcdo em ambos os processos, foi feito com leituras de °Bx em refratdmetro
(0-32%) e testes com solugéo de lugol (I2+KIl). Os valores de pH foram obtidos
segundo o Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005).%?

8.1 Producao de tiquira empregando enzimas comerciais
8.1.1 Gelificagao/liquefacdo do amido da massa de mandioca

Inicialmente foi adicionada a massa de mandioca, agua (1:2 massa/agua) e
a enzima Liquozyme Supra (3 mL. kg’ de amido), no tacho de aco inoxidavel com
capacidade para 20 litros. Fez-se a leitura do pH da suspensao que mediu 7,2 (faixa
6 a 8). Aqueceu-se lentamente até atingir a temperatura de 75°C, necessaria para
aumentar a viscosidade da massa. Continuou-se 0 aquecimento até a suspensao
atingir 85°C. Manteve-se essa temperatura por 60 minutos, com agitacdo constante,
durante o tempo necessario para liquefacdo do amido. Concluida essa etapa,
deixou-se esfriar até 60°C. O acompanhamento para gelificacdo e liquefagao foi
realizado através da avaliagcdo com solu¢do de Lugol e a quantidade de solidos
soluveis medida em °Bx, utilizando refratdmetro. Este procedimento pode ser
visualizado na Figura 12A.

O calculo da quantidade de enzima foi feito com base na quantidade de
amido da mandioca, utilizando-se massa ralada de mandioca com 32,4% de amido

em peso umido.
8.1.2 Sacarificagdo do amido da massa de mandioca
Com o amido gelificado e liquefeito a temperatura de 60°C, ajustou-se o pH

para 4,4 (4,0 a 4,5), com acido citrico a 40% m/v (2,08 molL™"). Na etapa seguinte,

acrescentou-se a enzima AMG 300L (2,0 mL de enzima. kg™ de amido) sobre a
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suspensao liquefeita anteriormente e deixou-se por 120 minutos em repouso para
permitir a sacarificagdo. Finalmente, testou-se com solugdo de Lugol e leitura de

soélidos soluveis. Ver Figura 12B.

Figura 12. Etapa de conversao do amido utilizando a-amilase (A) e Glucoamilase (B).
Fonte: (AUTOR)

8.1.3 Fermentacéao alcodlica

O mosto sacarificado foi resfriado até a temperatura de 30°C, e rebaixado o
teor de sdlidos soluveis para 12 °Bx com agua potavel. Ajustou o pH para 4,2 (faixa
4,0 a 4,5). Adicionou-se o fermento biolégico na proporgdo de 10 g L™ sobre o
volume total do mosto. A fermentagcdo do mosto hidrolisado foi realizada em dornas
de aco inoxidavel com capacidade para 20 litros, conforme figura 13A. A temperatura
foi controlada, para evitar a desativacdo das leveduras. A reacdo de fermentacao,
figura 13B, processou-se durante 22 horas. A fermentacédo foi acompanhada pela

atenuacao de solidos soluveis, que finalmente atingiu 3°Bx.

Figura 13. Dorna de fermentagao (A) e reagéo de fermentagéo (B)
Fonte: (AUTOR)
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8.1.4 Destilagao

Com o término da fermentacéao, separou-se o residuo solido (cascas, fibras e
restos de leveduras) do vinho, utilizando um tecido de algodao como filtro, conforme
mostra a figura 14A. Esse procedimento evita que os residuos queimem no fundo do
alambique e passe gosto desagradavel a tiquira.

Para iniciar a destilagdo transferiu para um alambique simples de cobre
(figura 14B) com capacidade para 30 litros de mosto fermentado, acoplado com
termdmetro, condensador e recipiente para recolhimento da tiquira, o volume de
vinho resultante da fermentacéo e aqueceu de forma lenta e controlada durante todo
o fluxo, evitando que o liquido entrasse em ebulicdo tumultuosa e tendo como
consequéncia a turvacado do destilado. A primeira fracdo destilada (cabega), assim
como o destilado fraco (cauda) foram desprezados, somente a parte nobre (coragdo)
foi aproveitada. Durante o processo de destilacdo foi realizado o controle da
graduacéo alcodlica com alcoémetro.

Finalmente apos o processo de destilagdo da tiquira, o residuo gerado,

denominado de vinhaga ou tiborna foi colhido e descartado. Ver figura 14C.

Figura 14: Separacéo de residuos solidos apés fermentagéo (A), destilagdo de aguardente obtida a
partir de amido de mandioca (B) e residuos apés destilagédo (C)
Fonte: (AUTOR)

8.2 Producao de tiquira empregando fungos isolados

8.2.1 Gelificagaolliquefagao do amido da massa de mandioca

Incialmente preparou-se um litro de solugdo de esporos na concentracao de
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5,5x10" esporos/g amido e 1 litro de solugéo de sulfato de amdnio a 10% m/v (0,76
molL™).

Para o preparo do mosto, utilizou-se massa ralada, agua potavel (1:10
massa/agua), solucdo de esporos (200 mL), sulfato de aménio (300 mL) e em
seguida colocou-se em tacho de cobre. Fez a leitura do pH na suspensao que mediu
6,3 (faixa 6,0 a 8,0). Aqueceu-se lentamente com agitagdo constante até atingir 85°C
para gelificar o amido e deixou-se em ebulicdo por 60 minutos, sem parar de agitar
para liquefagcdo. Testou-se com solugdo de Lugol e medidas de solidos soluveis.

Este procedimento pode ser visualizado na Figura 15A.
8.2.2 Sacarificagao do amido da massa de mandioca

A suspensao foi resfriada a 30 °C e acrescentado o restante da solucao
de esporos (800 mL) e sulfato de aménio (700 mL). Ajustou-se o pH para 5,0 (faixa 4
a 4,5), com &cido citrico a 40% m/v (2,08 molL™"). Deixou-se em repouso por 96
horas para que houvesse a conversdao do amido em agucares fermentesciveis. Fez

acompanhamento de teste com Lugol e leitura dos solidos soluveis. Ver Figura 15B.

Figura 15. Etapa de gelificagao e liquefagdo (A) e sacarificagdo (B) do amido com
solugao de esporos de Aspergillus niger
Fonte: (AUTOR)

8.2.3 Fermentacéao alcodlica

O mosto obtido foi semeado com 1% de fermento usado em panificacao,
sobre o volume total do mosto. Ajustou-se o pH para faixa de 4,0 a 4,5. A
fermentacdo foi conduzida em dorna de aco inoxidavel com capacidade para 20
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litros por 36 horas a temperatura de 30 °C (faixa 26 a 32°C). Durante o processo de
fermentacao foi realizado o acompanhamento do pH e medida de sélidos soluveis. A
fermentacao foi interrompida de acordo com o consumo dos sdlidos soluveis durante

0 processo que atingiu finalmente 4 °Bx. Ver Figura 16.

Figura 16: Reagéo de Fermentagéo
Fonte: (AUTOR)

8.2.4 Destilagao

Para o processo de destilacdo, foi utilizado alambique confeccionado de
cobre acoplado com termémetro, condensador e recipiente para recolhimento da
tiquira, com capacidade maxima para 30 litros. Antes da destilagao, filtrou-se o
vinho, utilizando-se tecido confeccionado de algodao como meio filtrante. Apds este
procedimento, adicionou-se o filtrado no alambique e aqueceu-se lentamente.
Acompanhou-se a temperatura interna durante todo o processo. A primeira fracao
destilada (cabega), assim como o destilado fraco (cauda) foram desprezados,
somente a parte nobre (coragdo) foi aproveitada. O teor alcodlico foi medido por

meio de um alcodmetro.
8.3  Analises fisico-quimicas
Nas tiquiras foram realizadas as seguintes analises quimicas: agucares,

redutores, cobre, carbamato de etila, alcoois superiores, 1-butilico, 2-butilico, lactato

de etila, teor alcodlico, acidez volatil, éster e metanol.
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8.3.1 Acucares redutores

Foi determinada a concentragdo de acgucares redutores (AR) nas amostras
dos hidrolisados, no Laboratorio de Tecnologia de Bebidas do Campus Maracana do
Instituto Federal do Maranhao. Utilizou-se a metodologia de Somogyi & Nelson®.
Este método baseia-se na redugédo estequiométrica do Cu?" a Cu*', com formacéo
de oOxido cuproso (CuzO), o qual forma um complexo corado como o agente

1 &, entso,

cromogénico enquanto o aglcar & oxidado a &cido organico. O Cu*
complexado com o reativo de Nelson (arsenomolibdato) que tem um cromoforo,
produzindo uma coloragdo azul cuja intensidade € proporcional a quantidade de
acgucares redutores existentes. Foi empregada a seguinte técnica

Pipetou-se 1,0ml do material neutralizado com NaOH 1M e filtrou-se,
transferindo-se para tubo de ensaio e acrescentando-se 1,0ml do reativo de
Somogyi. Levou-se ao banho-maria fervente por 10 min. Foi retirado do banho e
resfriou-se em agua corrente. Acrescentou-se 1,0ml do reativo de Nelson e 7,0ml de
agua, agitou-se e fez-se a leitura no espectrofotometro a 535nm.

O rendimento do processo € calculado sobre a quantidade usada de
matéria-prima, mais comumente considerada a quantidade de amido que entrou no
processo. E normal encontrar rendimentos acima de 100%. O fracionamento do
amido em cadeias menores € acompanhado pela adicdo de uma molécula de agua
(hidrélise) em cada ligagdo rompida, o que acarreta aumento do peso de amido
fracionado e consequentemente um aumento do rendimento. Por exemplo, no caso
tedrico de hidrolise total do amido em moléculas de glicose, 1 g de amido daria 1,1g
de glicose, com rendimento de 110%."

Para definir os valores de amido que se transformaria em glicose, foi
assumida a seguinte converséao:

- Quando se hidrolisa uma ligagao glicosidica, ocorre a incorporacao do
grupo hidroxilico e do cation hidrogénio. Estequiometricamente, cada mol de glicose
produzida incorpora um mol de agua.

- Considerando que:

1mol de glicose = 1mol de H20 + massa de amido, entao:

180,169 de glicose = 18g de agua + 162,16g de amido ou

100g de amido teoricamente produz 111,1g de glicose.
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Um hidrolisado com alto teor de glicose apresenta concentragédo 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.®

O rendimento do processo de hidrélise foi definido como a porcentagem de
amido que foi removido da mandioca e transformado em glicose. Considerando a
utilizacdo de um fator de conversdo de 100%, assumir-se-a que “100,0 g de amido

produzem 110,0 g de glicose”. A equacéo ficara definida como:

Rendimento% = (conc. Glicose no hidrolisado/ conc. do amido x 0. 342) x 100.

O método utilizado para analise de glicose é eficiente em comparagao a
trabalhos ja publicados utilizando o método como padrdo. O maior problema
encontrado é a necessidade de grandes diluigdes.

Determinando os teores de agucares totais em alimentos por comparagao
entre o0 método colorimétrico e o titulo métrico (Somogyi-Nelson; Lane-Eynon; Fenol-
Sulfurico), chegaram a conclusdo que tanto as amostras de concentragdes
conhecidas quanto em amostras de sucos de macéa e refrigerantes, os métodos
utilizados néo apresentaram diferenga significativa ao nivel de 1% de significancia.
Portanto, qualquer dos métodos avaliados pode ser usado na quantificacdo de
agucares redutores e totais em alimentos, com a obtengao de resultados confiaveis

e seguros.®
8.3.2 Cobre

As andlises de cobre presente nas tiquiras'® foram realizadas nos
Laboratérios de Analises de solo da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA,
através de espectroscopia de emissdo otica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) utilizando um espectrometro VARIAN modelo 720-ES.

Antes de serem analisadas por espectrometria de emissdo atbmica, todas
as amostras de aguardentes tiveram que ser digeridas. Para tal digestao pegou-se
10 ml da amostra e adicionou-se 10 ml de acido nitrico 10 N em um Erlemneyer,
deixou-se por 12 horas em banho de agua a temperatura ambiente. Em seguida

levou-se a banho- maria a 80°C por 5 horas. Ao final transferiu-se para uma
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proveta de 50 ml, completou-se o volume com agua destilada e em seguida
transferiu-se para uma garrafa de vidro de 50 ml para posterior analise. O processo
de digestao corresponde a extragao da fragcdo de metais biologicamente disponivel,
é freqientemente aplicada na obtencédo de extrato para posterior quantificacéo de
elementos quimicos determinagao por espectroscopia de absor¢ao atdmica ou outro
meétodo, como por exemplo, ICP-OES e ICP-MS que, para fins de leitura exigem a
conversao de mostras solidas ao estado de solugdes. Normalmente uma grande
gama de elementos, tais como: chumbo, zinco, manganés, cadmio, cobalto e
cromo, dentre outros.®’

Consistindo numa poderosa ferramenta analitica para a quantificacdo de
metais, semi- metais e ndo-metais em diversos tipos de amostras, a espectroscopia
de emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) utiliza uma fonte
de plasma para produzir espectros de emissado a partir da excitagao e decaimento
de atomos e ions de interesse. Os ICP’s de argbnio sdo reconhecidamente as
fontes de excitagao mais utilizadas para analises multielementares sequenciais ou
simultaneas. Operando em temperaturas entre 7.000 e 15.000 K, o plasma
apresenta energia suficiente para promover a excitagdo da maioria dos elementos
quimicos, proporcionando alta sensibilidade com ampla faixa linear de trabalho (0,1

a 1000 pm/mL) e estabilidade temporal satisfatéria.®®
8.3.3 Carbamato de etila

O carbamato de etila (Uretana), € o éster do acido carbamico, tem férmula
molecular H,NCOOC,Hs, apresenta-se na forma de cristal incolor, tem ponto de
fusdo entre 48 e 50 °C, e ponto de ebulicdo entre 182 e 1840 °C, com peso
molecular de 89,09.”° Em geral, o carbamato é produzido industrialmente a partir do
fosfogénio, da ureia ou da cianamida. A principal forma de produgédo de carbamato
de etila para fins comerciais é através da reac&o entre a ureia e o etanol.”

O carbamato de etila € uma substancia potencialmente carcinogénica
encontrada em certas bebidas fermento-destiladas, nas quais se incluem a
aguardente de cana e a tiquira. O Canada foi o primeiro pais a ter legislagao
especifica sobre o assunto, tornando-se um referencial para os Estados Unidos e a
Unido Europeia.’>"™

A presenca do carbamato de etila € comum em diversos alimentos e bebidas
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onde ocorrem processos fermentativos, como os vinhos, iogurtes, queijos e cervejas.
O mecanismo de formagéo de carbamato de etila em bebidas alcodlicas ainda n&o é
bem compreendido. Estudos realizados atualmente com aguardentes tem como
meta quantificar o carbamato de etila no produto e entender os seus mecanismos de
formagao.” ™

O precursor de maior importancia para a formacgao do carbamato de etila em
destilados é o ion cianeto CN". Este pode ser formado pela decomposi¢cao térmica
ou enzimatica de glicosideos cir:mogénicos.”’74 Um dos mecanismos que envolvem
a complexagdo do cianeto pelo Cu?" seguida pela oxidacdo a cianogénio e
subsequente transformacgéo a cianeto, estdo demonstrados na Figura 5. O cianeto,

por sua vez, pode reagir com o etanol e formar o carbamato de etila.”*"

2Cu?* + 4CN~ - 2Cu(CN),
2Cu(CN), — 2CuCN + C,N,
C,N, + 20H™ > NCO™ + CN™ + H,0
NCO~ + C,H;OH + H* > NH,COO0C,Hs

A andlise das concentracdes de CE nas tiquiras foi realizada no Laboratério
para o Desenvolvimento da Quimica da Aguardente (LDQA)-USP em Sé&o Carlos-
SP, utilizando um cromatografo a gas Shimadzu GC-2010, acoplado a um detector
seletivo de massas Shimadzu GCMS-QP-2010, operando em modo SIM (m/z =
62).0. A separacdo cromatografica foi efetuada em uma coluna capilar de fase polar,
HP-FFAP, gradiente de temperatura: 90°C (2 minutos), taxa de aquecimento de
10°C/min até 150°C, outra taxa de aquecimento de 40°C/min até 220°C (2 minutos),
temperatura: injetor (230°C) e detector (240°C), analise qualitativa: Tempo de
retencdo, monitoramento do ion m/z 62, e adi¢cdes sucessivas do padrdo, analise
quantitativa: método de adicdo de padrédo. As analises de carbamato de etila foram
efetuadas seguindo metodologia descrita na literatura.

8.3.4 Alcoois superiores, 1-butilico, 2-butilico, lactato de etila e metanol

Durante a fermentacgao alcodlica, ocorre o desdobramento dos acucares do

mosto sacarificado com formacgao de dois produtos principais: alcool etilico e dioxido
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de carbono. Além desses, ha, normalmente a formacao de pequenas quantidades de
outros componentes, os quais recebem a denominacao de produtos secundarios da
fermentagcao alcodlica, tais como acidos carboxilicos, metanol, ésteres, aldeidos e
alcoois superiores.’®

A formacao de alcoois superiores € maior quando o fermento apresenta
atividade biolégica fraca, ocasionando demora no processo fermentativo. Teores
elevados de alcoois superiores totais tém origem nas condigbes em que se realizou
o processo fermentativo, pois a presenca em excesso de borras ao longo da
fermentacdo alcoodlica provoca um aumento de até 50% no teor de alcoois
superiores, com excecao do alcool n-propilico que depende de outros fatores, como
os descritos anteriormente. Outro fator relacionado com o teor destes compostos é
um adequado processo de destilacdo, com a separagao das fragcbes denominadas
de cabeca, coracdo e cauda.’®

As concentragbes de Alcoois superiores, 1-butilico, 2-butilico, lactato de
etila, &cido acético e metanol nas tiquiras, foram realizadas no Laboratorio para o
Desenvolvimento da Quimica da Aguardente (LDQA)-USP em Séao Carlos-SP,
utilizando um cromatodgrafo a gas Shimadzu GC 17, detector de ioniza¢do de chama
(FID), Coluna: HP- FFAP, comprimento de 60 m, diametro interno 0,22 mm,
Gradiente de temperatura: 35°C (2 minutos), taxa de aquecimento de 10°C/min até
200°C, Temperatura: injetor (200°C) e detector (200°C), Analise qualitativa: Tempo
de retencéo, Anélise quantitativa: método de adicéo de padréo.’’

O metanol presente na cachaca origina-se a partir do metabolismo
secundario das leveduras que fazem a fermentacdo das bebidas alcodlicas. Na
tiquira, ele é formado principalmente quando ndo se tem o cuidado de separar, por
filtragem, os fragmentos da mandioca que se originam no momento da ralacdo ou

passagem pela prensa.”>"’

8.3.5 Teor alcodlico, acidez volatil e éster

Os ésteres, em geral, sdo formados durante a fermentacao alcodlica gragas
as leveduras e bactérias. O acetato de etila corresponde a cerca de 80% do
conteudo total de ésteres da aguardente. Este éster é caracteristico da fragao
cabeca do destilado e participa de forma negativa sobre sua qualidade final. Por

isso, teores baixos destes compostos sdo sempre desejaveis em bebidas destiladas.
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Por ser caracteristico da fracdo cabeca, o acetato de etila, pode ter seu conteudo
controlado e ajustado pela técnica adequada de destilagdo, objetivando o
recolhimento da fracao ideal do destilado de corac&o. Além disso, o uso de levedura
e substrato ideais, bem como um adequado monitoramento do tempo de
fermentacdo, auxilia no controle de altas quantidades de ésteres.”” O acetato de
etila, principal éster encontrado nas aguardentes, € obtido pela reagdo entre
pequenas quantidades de etanol e acido acético, provenientes do processo de
fermentacdo. Esse é responsavel, quando presente em pequenas porgdes, pela
incorporagdo de um aroma agradavel de frutas na cachaga. Por outro lado, em
grandes quantidades, confere & cachaca um sabor enjoativo e indesejado.®

A acidez da aguardente depende do processo de fermentacéo, isto é, de
fatores como: tipo da levedura, pureza da fermentagdo, tempo, temperatura e

manejo do mosto.”’

Na presengca de oxigénio e utilizando-se o levedo
Saccharomyces cerevisiae, o agucar pode ser convertido em acido acético. Na
auséncia do mesmo, essa levedura produz apenas pequenas quantidades de acido
acético. Quantidades elevadas desse acido carboxilico séo, frequentemente,
associadas a praticas de estocagem e contaminagées do mosto com bactérias
acéticas, decorrente de um tempo excessivo de descanso entre o processo de
fermentacao e a destilacdo.””

A acidez volatil € um importante parametro correlacionado as caracteristicas
sensoriais de bebidas alcodlicas destiladas.”””

As analises foram realizadas utilizando as metodologias sugeridas pelo
Instituto Adolfo Lutz.®

As amostras de tiquira foram analisadas quanto ao: teor alcodlico (% v/v) em
densimetro digital a 20°C; pH em pH-metro digital; teor de acidez volatil (mg/100mL de
alcool anidro) pelo método titulométrico com fenolftaleina como indicador;determinagéo
de ésteres através da titulacdo dos acidos carboxilicos obtidos por transesterificacao

(mg de acetado de etila por 100 em alcool anidro).
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO
9.1 Gelificagaolliquefagao e sacarificagao

Para a fase de gelificagdo nos processos propostos, constatou-se que as
propor¢cdes entre massa ralada/agua foram adequadas para essa etapa de
processamento, pois, observou-se que a adigdo de um volume menor de agua a
viscosidade do mosto aumentava, ocorrendo o risco de queima durante o
aquecimento. Nao houve a necessidade de ajuste do pH na suspensao, pois 0s
valores apresentados estdo dentro da faixa de pH 6timo de atividade necessaria,
visto que o valor de pH para a mandioca in natura se encontra entre 6,0 a 8,0.

No processo com enzimas comercias, a utilizagcdo das enzimas Liquozyme
Supra e AMG 300 L, secao experimental, foram suficientes para obterem a
liquefagdo e a sacarificagcdo da massa de mandioca, respectivamente. A faixa de
temperatura e o tempo utilizados para a liquefacdo do mosto da massa de mandioca
gelificado foram ideais para essa etapa no processo utilizando a enzima Liquozyme
Supla, uma endoenzima a-amilase, que atua na quebra das ligagbes a-1,4 de
maneira aleatéria formando dextrinas e unidades de glicose.”"® Como resultado
para essa enzima, observou-se que a suspensdo apresentou coloragdo amarela
com alguns grumos de amido em tom levemente azulado, diante o teste com Lugol,
indicando conversdo do amido em agucares e a presenga de dextrinas. Da mesma
forma, com a utilizagdo da segunda enzima, AMG 300 L, denominada
amiloglucosidase, que é uma exoenzima, responsavel pela quebra das ligagcbes o-
1,4 e a-1,6 a partir das extremidades n&o redutoras das dextrinas formadas a partir
da quebra do amido pela a-amilase, as condigdes estabelecidas foram apropriadas
para que ocorresse a sacarificagdo do mosto liquefeito’™. Com o término do
processo, 0 mosto apresentou-se com coloragdo amarela na presenga de solugao
de Lugol, indicando a presenga de agucares fermentesciveis. Verificou-se durante os
procedimentos, que as enzimas amiloliticas a-amilase e amiloglucosidase devem ser
utilizadas em conjunto, pois uma potencializa a atividade hidrolitica da outra, ver

figura 17.
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COMPOSICAO QUIMICA DO AMIDO

a- amilase o- amilase

"
OH ()

“H 5O Lllz Glucoamilase
L 4

CH»OH

Figura 17. Ataque das enzimas amilase e amiloglucosidase
Fonte: (AUTOR)

A quantidade de solidos soluveis medida apds a agado das enzimas no
processo com enzimas comercias variou entre 13 a 16 °Bx. De acordo com a
literatura, esses valores podem ser considerados adequados para as enzimas
empregadas. Pela analise das condigdes empregadas nessa etapa desse processo,
observou-se que a conversao de amido em agucares por hidrélise enzimatica com
as enzimas testadas foi expressiva para o processo proposto utilizando enzimas
comerciais.

No processo com fungos isolados, diferentemente do processo com enzimas
comerciais, foi necessaria a suplementacdo com nitrogénio utilizando sulfato de
amoénio, que, € uma excelente fonte de nitrogénio para manutencao elevada da taxa
de multiplicacdo celular pelos microorganismos,® tanto na gelificacdo, quanto na
sacarificagdo, pois se observou que os microrganismos nao cresciam o suficiente
para metabolizar as enzimas necessarias para a conversdao do amido em agucares
fermentesciveis. As condigdes utilizadas na fase de gelificagdo foram suficientes
para atingir a viscosidade e a liquefacdo do amido. O final do processo de
sacarificagao foi estabelecido pela reagcdo com solugdo de Lugol que proporcionou
coloragdo amarela na presengca de agucares. Embora o tempo de 96 horas
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necessario para a conversao do amido em acgucares fermentaveis pelos fungos,
tenha sido superior ao processo com enzimas comerciais, este se apresentou
bastante expressivo em relagdo ao processo tradicional. Nas condicbes em que os
experimentos foram realizados, a quantidade de soélidos soluveis medidos apds a
acao dos esporos variou entre 10 a 11 °Bx. De acordo com a literatura, os valores de
sélidos soltveis indicados sdo considerados adequados para mosto amilaceos.>"®
Observou-se ainda, que os fungos isolados dos beijus do processo tradicional
possuem um poder sacarificante desenvolvido pelas suas atividades enzimaticas, o
que é evidenciado pelos resultados das analises de agucar redutor do mosto

sacarificado.

9.2 Fermentagao alcodlica

Para o processo com enzimas comerciais, a fermentacao foi acompanhada
por 22 horas ao atingir um teor de solidos soluveis equivalente a 3 °Bx, enquanto
que, com fungos isolados, esta fase durou 36 horas e considerada encerrada
quando o restante de sdlidos soluveis atingiu 4 °Bx. Em ambos os processos, nao foi
necessario fazer qualquer suplementagdo durante esta etapa, pois as condicoes
estabelecidas foram adequadas para assegurar uma boa fermentagédo alcodlica
pelas leveduras. De acordo com a literatura, o tempo obtido de fermentacdao pode

ser considerado normal para fermentado de mosto amilaceos.’
93 Destilados

Com os experimentos utilizando enzimas comerciais, obteve-se um destilado
com rendimento de 23,0% com graduacao alcodlica de 40,2 °GL, enquanto que, com
a utilizagao de fungos isolados, o rendimento no destilado apresentado foi de 19,5 %
com graduacgao alcodlica de 38,2 °GL. Considerando-se que todas as etapas foram
realizadas em laboratorio, € valido ressaltar que os resultados foram satisfatérios
para fabricacdo das tiquiras, visto que houve uma boa conversdao do amido em
acucares.”® Convém salientar que a tiquira € uma aguardente com graduagao
alcodlica de 36° a 54 °GL, conforme legislacdo vigente?. Assim, tem-se que,
analisando estes critérios as bebidas analisadas podem ser denominadas de
aguardentes de mandioca.
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Uma forma de aumentar a producédo da tiquira de maneira competitiva, e
levar esta nova tecnologia aos pequenos produtores é reduzir o tempo de
processamento, o que foi realizado com a utilizagdo de enzimas comerciais, fungos
isolados e fermento bioIc’>gico.24 Os resultados demonstraram para os dois processos
propostos que houve uma consideravel redugcao de tempo com relagdo ao processo

tradicional, ver figura 18.

PROCESSOS DE PRODUGAO DE TIQUIRA (horas)
ETAPAS
TRADICIONAL | FUNGOS ISOLADOS | ENZIMAS COMERCIAIS
Sacarificacao 216 96 3
Fermentacgao 192 36 22
RENDIMENTO(%) - 19,5 a 38,0 °GL 23,0a40,2°GL

EnziMAs comerciAlS [

FuncosisoLApos |
rapicionaL

(horas) 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

B SACARIFICACAO ® FERMENTAGAO

Figura 18. Eficiéncia dos processos de producédo de tiquira
Fonte: (AUTOR)

9.4 Caracterizagao das tiquiras

Os resultados de rendimentos do processo de sacarificacdo obtidos pelos
métodos usando enzimas comerciais e fungos isolados sdo demonstrados nas
Tabelas 1, onde se observa que a conversdo de amido em acgucares por hidrélise
com as enzimas empregadas foi mais expressiva em relagao a hidrélise com fungos
isolados para as amostras analisadas, pois este processo apresentou-se mais eficaz
com relacdo ao aumento do teor de agucares no mosto, 0 que aumentou o substrato
disponivel para a fermentacéo alcodlica, obtendo-se maior produtividade de tiquira.
De acordo com a literatura, pode-se considerar que os resultados encontrados neste
trabalho mostram um o6timo rendimento de sacarificagdo quando se emprega
enzimas comercias.”'* J& com o uso de fungos isolados, os valores estdo

ligeiramente abaixo dos valores encontrados na literatura.'®2?
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Tabela 1. Rendimento dos processos de sacarificagdo e fermentagao

Analises Glicose (gL") Sacarificagdo (%) Fermentagio (%)

Mosto de massa de
mandioca com

. . 140,0 81,8 23,0
enzimas comerciais,
500gL" (3mlkg")
Mosto de massa de
mandioca com 24,7 72.2 195

Aspergillus niger,
100g L' (5,5 x 107)

Os resultados de analises para solidos soluveis nos mostos dos
processos com enzimas comerciais e com fungos isolados diante a hidrolise foram
16 e 11 °Bx, respectivamente. Com esses valores observou-se uma diferenga
significativa de 5 °Bx no teor de sdlidos soluveis para tiquira com enzimas
comerciais em relagao a tiquira com fungos isolados apds a sacarificagdo, o que
evidencia, portanto, um aumento do teor de sdlidos soluveis consideravel, mediante

a hidrolise com enzimas comerciais. Ver tabela 2.

Tabela 2. Sélidos soluveis nos processos apés sacarificagao dos mostos

Analises Enzimas comerciais Fungos isolados

Soélidos soluaveis (°Bx) 16 11

Os resultados obtidos nas analises das tiquiras sao apresentados na tabela

abaixo.

Tabela 3. Caracterizacdo das tiquiras produzidas com enzimas comerciais, fungos isolados e pelo
método tradicional

Enzimas Fungos Método A .
Compostos . e Referéncias
Comerciais | Isolados | Tradicional
- 36 a 54% (v.

Teor alcoolico 40,2 38,2 47,6 v1) a 20 °C.
Acidez volatil 59,7* 32,4* 109,0* Max. 100*
Esteres (em acetato de 24, 7% 28,4* 46,7+ Méx. 200
etila)
1-butilico <LD <LD - -
2-butilico <LD <LD - -
Alcool n-propilico 151+75 | 148+7,4 - -
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Alcool isobutilico 670 + 33,5 <LD - -
Alcool isoamilico 973+9,7 [1056 +52,8 - -
Alcoois superiores (soma

de n-propilico, isobutilico e 1794+450,7 |1204+ 42,3 - Max. 300*
isoamilico)

Metanol <LD <LD - Max. 20*
Lactato de etila <LD <LD - -
Cobre 0,9** 4,0** 9,2** Max. 5,0 **
Carbamato de etila 0,4** 0,9** 2,5%* Max. 0,150 **

<LD = menor do que o limite de deteccdo (30 mg L'l)
* mg 100 mL™ de Alcool Anidro.

*% mg L'l

Os valores obtidos para o grau alcodlico variaram entre 38,2 a 47,6 °GL,
portanto, podendo ser definidas como aguardentes, conforme a legislacdo.® Quanto
aos teores de acidez volatil para as amostras de tiquira obtidas neste trabalho com
enzimas comerciais, fungos isolados e produtores maranhenses foram 59,7; 32,4 e
109,0 mg/100 mL A.A, respectivamente. A ampla faixa de acidez volatil verificada
nas aguardentes produzidas pelos produtores maranhenses pode ter ocorrido devido
a que este parametro de qualidade esta relacionado com varios fatores relacionados
ao processo de fabricagdo, tais como: condi¢bes de higiene do ambiente e
equipamentos, manejo do mosto e do vinho, tipo de levedura utilizada, controle do
tempo e temperatura durante o processo fermentativo e a ndo separagao adequada
das fracdes cabeca e cauda do volume de tiquira destilado.™

Os valores para ésteres em acetato de etila para tiquiras elaboradas nos
processos propostos (24,7 e 28,4 mg/100 mL A.A.), embora condizentes com a
legislagcao vigente, sdo considerados baixos. Isto deve-se a separagao da fragao
cabegca (10%) na destilagdo, a qual contém a maior concentragédo de ésteres
principalmente acetato de etila e outros compostos com baixo ponto de ebuligao.?*?°

Os resultados obtidos para alcoois superiores nas tiquiras produzidas
sugerem que se tenha maior cuidado na fermentacdo. O alto teor de alcoois
superiores verificado nas tiquiras produzidas com enzimas comerciais (1794 mg/100
mL A.A.) e fungos isolados (1204 mg/100 mL A.A.), pode ter ocorrido devido a
influéncia da composigdo dos mostos, temperatura, nivel de aeragao e linhagem da
levedura.  Alcoois superiores, ésteres, aldeidos e acidos organicos sdo os
compostos responsaveis pelo aroma e sabor tipicos de bebidas e desempenham um




62

importante papel na formacéo do perfil sensorial de destilados.?*?°

A figura 19 ilustra os resultados das analises quimicas para o teor de cobre
nas tiquiras (0,9; 4,0; 9,2 mg L'1), que indicam que a tiquira proveniente de
produtores maranhenses apresentou valor de concentragao de cobre (9,2 mg L'1),
acima do limite permitido pela Legislacdo Brasileira atual,’ enquanto que, as
produzidas pelos processos propostos, 0os quais empregam enzimas comerciais (0,9
mg mL") e fungos isolados (4,0 mg L"), os valores obtidos estdo abaixo do
aceitavel, 5mg L. A elevada concentracéo de acidez volatil dessas amostras pode
ter favorecido a sua contaminacdo por cobre, uma vez que o sal de cobre
[CuCO3Cu(OH),] é mais soltivel em meio &cido.” Esses resultados indicam falta de
higienizacdo do destilador necessaria para a remogao do azinhavre (carbonato
basico de cobre), formado e arrastado pelos vapores acidos e alcodlicos da
aguardente no momento da destilagcdo. O cobre presente nas aguardentes é
proveniente da dissolucdo desse sal que se forma no interior do alambique e
principalmente nas partes internas da serpentina utilizadas para resfriamento do
destilado.”® Embora, a presenca desse metal, na aguardente, possa ser prejudicial a
saude dos consumidores, a utilizacdo de alambiques de cobre na producido de
tiquira e a consequente presenca desse metal em pequenas quantidades na bebida
é importante para que a aguardente tenha uma boa qualidade sensorial.’0O cobre
atua como catalisador de algumas reacgdes, reduzindo o teor de compostos
sulfurados, aldeidos e a acidez, que conferem ao produto destilado sabor e odor
desagradaveis.”® Os elevados valores das concentracdes de cobre das amostras
produzidas por produtores maranhenses indicam a necessidade de orientar os
produtores artesanais sobre a importancia e a forma correta de higienizagado do
destilador, assim como a de incorporar uma nova metodologia de producédo da

tiquira de facil manipulagédo com o objetivo de otimizar o processo.
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Figura 19. Concentracdo de cobre nas tiquiras

A figura 20 mostra os resultados obtidos para a quantificagdo do
carbamato de etila ou Uretana (C,HsCOONH,), nas tiquiras produzidas pelos
processos propostos e método tradicional. Embora as amostras das tiquira
produzidas terem apresentado teor de carbamato de etila alto em relacdo a
especificagdo (0,150 mg L"), estes valores demonstram concentracdes deste
composto bastantes inferiores ao processo tradicional. A complexidade da
concentracdo desta substancia em bebidas propicia uma série de diferentes vias
para sua formacgao, pois depende da matéria-prima utilizada no processo, condigdes
de fermentagao, destila(;éo31 e armazenamento. Atualmente, estdo em curso de
investigacbes para se determinar os fatores responsaveis pelo alto teor de
carbamato de etila nas cachacas e nas tiquiras. O mecanismo de formacao deste

composto em alimentos e bebidas ainda ndo esta totalmente esclarecido.®'?
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Figura 20. Concentragao de carbamato de etila nas tiquiras

10 CONCLUSOES

Com a substituicdo dos bolores por enzimas comerciais nas circunstancias
propostas, a liquefagcdo e sacarificagdo completaram-se em 60 e 120 minutos
respectivamente, nesse caso, a fabricacdo da tiquira incluindo a fermentacao e a
destilagao, podera ser realizada em apenas 25 horas, enquanto que para o método
adotando fungos isolados, o tempo de producao da aguardente foi equivalente a 136
horas, evidenciando assim para os dois processos propostos uma consideravel
reducdo de tempo com relagdo ao processo tradicional, que leva em média 20 dias
para a consecucao do destilado. Nas alteragdes efetuadas ndo se fez o uso de
produtos para estabilizar enzimas, porém, para os fungos isolados houve
necessidade.

Os dados obtidos indicaram que ha grande semelhanga entre a qualidade
fisico-quimica das aguardentes elaboradas a partir da massa de mandioca com o
uso de enzimas comerciais e fungos isolados. Os processos de fermentacéo e
destilacdo do mosto oriundos da hidrélise da massa de mandioca sao equivalentes
ao da cana-de-acucar, por isso, podem ser executados com facilidade por pequenos
produtores, utilizando os mesmos equipamentos. A hidrélise enzimatica da massa de
mandioca aumentou as quantidades de agucares redutores e solidos soluveis nas

situagdes avaliadas.
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Ha que se ressaltar também que as altas concentracbes de cobre e
carbamato de etila identificadas no processo classico, comprometem a qualidade da
bebida e representam riscos a saude dos consumidores. Entdo, nas condi¢cdes as
quais os experimentos foram realizados, os resultados deste trabalho indicaram que
a substituicdo do processo tradicional por enzimas comerciais, fungos isolados e
levedura prensada é tecnicamente viavel, portanto, recomendavel aos pequenos
produtores, principalmente. A otimizagao do processo da tiquira permitira resgata-la
da sua forma primitiva e demorada de fabricacéo, e possivelmente da extingdo tendo
em vista que hoje a sua producdo se deve a alguns pequenos produtores, e em

especial no Estado do Maranh&o.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v Realizar uma analise preliminar do custo de produgdo das enzimas o-
amilase e amiloglicosidase;

v Estudar a adiagdo de corantes alimenticios adequados em substituicao do
cristal violeta sem riscos ao cosumidor e sem alterar a qualidade sensorial e
visual do produto;

v Estudo da selecdo de materia prima com menor teor de glicosideos

cianogénios.
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ANEXO 1 — Calculo da contagem de esporos usando a camara de Neubauer

Considerando-se que a camara de Neubauer contém 25 quadriculos. Entre a
camara e a laminula, forma- se um filme liquido da diluicdo preparada de 0,1mm de
espessura. A dimensao de cada quadriculo € de 0,2mm x 0,2mm. Portanto, em cada

quadriculo temos o volume de 4x1 0° ml:

3

Equivaléncias: 1 ml 1cm
1 ml 1000 mm3
Xml 0,004 rr_1gn3

X=0,004 mm 4x10

1000 mm’ Tml

Portanto, em um quadriculo temos 4 x 10° ml

ANEXO 2 — Preparo das solugdes de Somogyi-Nelson

Reativo de Somogyi: Pesou-se 28g de NaHPO, e adicionou-se 40g de
tartarato duplo de sédio e potassio em 700ml de agua. Adicionou-se 100 ml de
NaOH 1N. Gotejou-se 80 ml de solugdo de CuSO4 5H,O a 10%, sob agitagao
constante. Juntou-se 180g de Na,SO4 e completou-se o volume com agua a 1000
ml. Deixou-se em repouso por dois dias e filtrou-se em papel qualitativo, guardando
o reativo em frasco escuro a 37 °C.

Reativo de Nelson: Pesou-se 50g de (NH4)sM07024. 4H,0 e dissolveu-se
em 800ml| de agua. Adicionou-se 52 ml de H,SO4 concentrado. Juntou-se 6g de
hidrogénio arseniato de sédio dissolvidos em 50 ml de agua. Completou-se o volume

a 1000 ml. Deixando em frasco escuro por dois dias e conservando a 37 °C.



