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RESUMO 

A cachaça é a bebida fermentada e destilada obtida a partir do caldo de cana, apresentando 

características sensoriais peculiares. Estima-se que, no Brasil, em 2015, foram produzidos 8 

milhões de litros e a cachaça foi exportada para mais de 60 países, demonstrando a sua 

importância econômica. Apesar disto, o seu processo de produção apresenta baixo rendimento 

e ainda gera um grande volume de resíduos (bagaço e vinhaça). Assim, diversas estratégias 

devem ser avaliadas visando não apenas a otimização das fermentações, mas também a 

obtenção de cachaças com perfil químico distinto contribuindo para a incrementação de 

atributos sensoriais e agregando maior valor de mercado. Dentre as estratégias se destacam: o 

pré tratamento do caldo de cana; a utilização de microrganismos não convencionais e a 

incorporação de compostos bioativos. Com isso, este trabalho teve por objetivo a produção de 

enzimas lignolíticas por Streptomyces thermocerradoensis I3 em farelo de trigo e em farinhas 

de rizomas de dois vegetais extraídos do solo do Cerrado: Cochlospermum regium e Jatropha 

elliptica, visando obter extrato enzimático para posterior aplicação no pré-tratamento do caldo 

de cana para obtenção de cachaças. Observou-se que dos meios testados o farelo de trigo se 

mostrou o melhor, e que os extratos produzidos foram capazes de promover a hidrólise das 

farinhas, o que promoveu o aumento da concentração de açúcares redutores e compostos 

fenólicos totais, sugerindo o uso desse extrato para sacarificação em farinhas, promovendo 

maior acesso a estes compostos. Na segunda etapa do estudo, o objetivo foi a utilização do 

enzimático obtido do Streptomyces sp. I7 no pré tratamento do caldo de cana, para posterior 

fermentação deste caldo utilizando três microrganismos diferentes: Saccharomyces cerevisiae; 

levedura para produção de cerveja Belgian Ale (M27) e por último, um microrganismo isolado 

de caldo de cana a partir da fermentação espontânea. Verificou-se que independente do 

microrganismo utilizado na etapa de fermentação, o pré tratamento com o extrato enzimático 

promoveu aumento da produção de etanol. Além disto, o pré tratamento enzimático gerou 

cachaças com perfis químicos distintos comprovados por análises de ressonância magnética 

nuclear. Por fim, foi avaliada a utilização do extrato enzimático associada ao ultrassom de baixa 

frequência para incorporação de compostos fenólicos extraídos do Zingiber officinale Roscoe 

em cachaça adquirida em mercado local. Foi constatado que o método empregado favoreceu a 

extração de açúcares redutores e compostos fenólicos, com destaque para o ácido gálico e 

caféico. O consumo de bebidas alcóolicas com maior teor de compostos fenólicos quando 

comparada ao consumo de bebidas sem estes componentes poderia trazer benefícios à saúde 

dos consumidores.  

Palavras-chave: Sacarificação enzimática; Pré tratamento enzimático; Streptomyces sp.; 

Celulases; Xilanases  
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ABSTRACT 

Cachaça is the fermented and distilled beverage obtained from sugarcane juice, with peculiar 

sensory characteristics. It is estimated that in Brazil, in 2015, 8 million liters were produced, 

and cachaça was exported to more than 60 countries, showing its economic importance. Despite 

this, its production process has a low yield and still generates a large volume of waste (bagasse 

and stillage). Thus, several strategies must be evaluated aiming not only to optimize 

fermentation but also to obtain cachaças with a different chemical profile, contributing to the 

increase of sensory attributes and adding greater market value. Among the strategies, the 

following stand out: pre-treatment of sugarcane juice; the use of non-conventional 

microorganisms, and the incorporation of bioactive compounds. Thus, this work aimed to 

produce ligninolytic enzymes by Streptomyces thermocerradoensis I3 in wheat bran and 

rhizome flours from two vegetables extracted from the Cerrado soil: Cochlospermum regium 

and Jatropha elliptica, to obtain enzymatic extract for later application in the pre-treatment of 

sugarcane juice to obtain cachaça. It was observed that the wheat bran proved to be the best of 

the tested medium and that the extracts produced were able to promote the hydrolysis of the 

flours, which promoted an increase in the concentration of reducing sugars and total phenolic 

compounds, suggesting the use of this extract for saccharification in flours, promoting greater 

access to these compounds. In the second stage of the study, the objective was to use the enzyme 

obtained from Streptomyces sp. I7 in the pre-treatment of the sugarcane juice, for subsequent 

fermentation of this juice using three different microorganisms: Saccharomyces cerevisiae; 

yeast to produce Belgian Ale beer (M27), and finally a microorganism isolated from sugarcane 

juice from spontaneous fermentation. It was found that regardless of the microorganism used 

in the fermentation step, the pre-treatment with the enzymatic extract promoted an increase in 

ethanol production. Also, the enzymatic pretreatment generated cachaças with distinct chemical 

profiles proven by nuclear magnetic resonance analysis. Finally, the use of enzymatic extract 

associated with low-frequency ultrasound for the incorporation of phenolic compounds 

extracted from Zingiber officinale Roscoe in cachaça acquired in the local market was 

evaluated. It was found that the method employed favored the extraction of reducing sugars and 

phenolic compounds, with emphasis on gallic and caffeic acids. The consumption of alcoholic 

beverages with a higher content of phenolic compounds, when compared to the consumption 

of beverages without these components, could bring benefits to the health of consumers 

 

Keywords: Enzymatic saccharification; Enzymatic pretreatment; Streptomyces sp.; Cellulases; 

Xylanases
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CAPÍTULO 1 

1.INTRODUÇÃO 

Anteriormente considerada como um produto de baixo valor e associada ao consumo 

pela população com menor poder aquisitivo, a cachaça apresenta enorme potencial econômico 

e inserção no mercado externo, sendo, em alguns casos, uma bebida que sinaliza um alto status 

social ao consumidor (BRAGA; KIYOTANI, 2015). A cachaça é exportada para mais de 60 

países, distribuídos entre todos os continentes, e movimentou , em 2015, US$ 13,32 milhões 

com a comercialização de 7,77 milhões de litros (PAIVA et al., 2017).  

Cachaça é a denominação típica e exclusiva do destilado produzido à partir da 

fermentação do caldo de cana produzidos, com teor alcóolico variando entre 38 a 48% a 20 °C, 

com características sensoriais peculiares (BRASIL, 2003).  

A cachaça apresenta em uma matriz etanol/água uma grande diversidade de outros 

compostos minoritários conhecidos como congêneres ou compostos secundários, podendo 

ainda apresentar compostos contaminantes. A produção destes compostos está diretamente 

relacionada com as etapas envolvidas no processo de produção de cachaça e influenciam 

diretamente nas características fisico-químicas, sensoriais e nos atributos de qualidade. Dentre 

estas etapas podemos citar: a fermentação, a destilação e o envelhecimento Alguns compostos 

secundários, como álcoois superiores, ésteres etílicos, aldeídos, cetonas e ácidos orgânicos, são 

responsáveis por seu aroma e sabor distinto (AMORIM; SCHWAN; DUARTE, 2016; 

GRANATO et al., 2014). 

Apesar de congêneres terem um papel importante nas características químico-sensoriais 

da bebida, em altas concentrações, estão relacionados a odor e sabor desagradáveis, podendo 

gerar de intoxicação. Os limites para a presença destes compostos são estabelecidos pela 
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Instrução Normativa nº 13/2005 (BRASIL, 2003) e Instrução Normativa nº 28/2014(BRASIL, 

2014).  

Visando a redução da produção de contaminantes e congêneres com impacto negativo, 

a harmonização de congêneres presentes formando o “bouquet” aromático associado à maior 

qualidade do produto ou ainda, o aumento do rendimento do processo fermentativo foram 

propostos alguns tipos de tratamento do caldo de cana como: o aquecimento; aquecimento 

combinado à adição de hidróxido de sódio; tratamento por micro-ondas; aquecimento associado 

à fosfatação e sulfitação (ALVES et al., 2018; DOS SANTOS NUNES; FINZER, 2019; 

RIBEIRO, 2016; RODRIGUES, 2017; SILVA; ASSUNÇÃO; SOUSA FILHO, 2018). Porém, 

não foram encontrado na literatura relatos da utilização de extratos enzimáticos no pré 

tratamento do caldo de cana visando a produção de cachaça. 

A fim de promover processos industriais sustentáveis e economicamente competitivos 

em relação aos custos de produção há uma demanda crescente pela indentificação de novos 

microrganismos capazes de produzir enzimas com características como maior 

termoestabilidade e capacidade de atuar em condições diversas de catálise (amplas faixas de 

pH), com menor exigência quanto ao armazenamento e ainda com menor custo de produção 

(PATEL; SINGHANIA; PANDEY, 2016; WU et al., 2019).  

Muitos microrganismos tem sido isolados em material lignocelulósico e resíduos 

agrícolas, como bagaço de cana-de-açúcar visando a produção de enzimas (COUTURIER et 

al., 2016; GUPTA et al., 2016). Dentre estes microorganismos, tem destaque o gênero 

Streptomyces por serem produtores de enzimas extraceulares como celulases, xilanases, 

quitinases e outras. Estas enzimas têm demonstrado um papel importante biodegradação de 

resíduos lignocelulósicos e promovem a substituição de produtos químicos em formulações  na 

indústria de panificação vinhos e bioetanol (KUMAR et al., 2020; MIRA; TEIXEIRA; SÁ-

CORREIA, 2010).  
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Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos: avaliar a produção de enzimas 

lignolíticas em meios não convencionais e sua aplicação na hidrólise de farinhas de rizomas de 

plantas do Cerrado; a utilização de extratos enzimáticos no pré tratamento do caldo de cana 

para a produção de cachaças, utilizando microorganismos diversos, avaliar o perfil químico das 

cachaças produzidas e sua aplicação em processos biotecnológicos associada ao ultrassom de 

baixa frequência para promover a incorporação de compostos fenólicos do gengibre.  

2.REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Cachaça, composição química e contaminantes 

A Instrução Normativa nº 13/2005 (BRASIL, 2003) e Instrução Normativa nº 28/2014 

(BRASIL, 2014) têm como objetivo principal padronizar a composição química da cachaça e 

aguardente e desta forma reduzir o risco de contaminação dos consumidores ao  estabelecer os 

limites de componentes voláteis não alcoólicos, contaminantes orgânicos e inorgânicos que 

podem estar presentes em cachaças.  

São classificados como congêneres os componentes voláteis "não álcool" como o ácido 

acético e outros ácidos que representam a acidez volátil; o acetaldeído e outros aldeídos, acetato 

de etila e outros ésteres; outros álcoois conhecidos como alcoois superiores (expressos pela 

soma do álcool n-propílico, álcool isobutílico e álcoois isoamílicos) e 

furfural/hidrometilfurfural.  

Durante a sua produção, diversos fatores podem interferir na qualidade da cachaça. 

Dentre estes fatores destacamos: o microrganismo utilizado, as condições do processo 

fermentativo e também o processo de destilação (SERAFIM; LANÇAS, 2019). Durante a 

destilação, os produtos são divididos em três fases denominadas: cabeça, coração e cauda. A 

fração “cabeça” , obtida na fase inicial da destilação, contém substâncias mais voláteis que o 
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etanol (metanol, certos aldeídos e ésteres), assim como em outros compostos menos voláteis, 

mas que se encontram envolvidos por moléculas de água e etanol, perdendo assim o seu ponto 

de ebulição característico (álcoois superiores).A segunda fração, denominada coração é o corte 

principal do destilado, é concentrado em etanol e corresponde ao produto destinado ao 

consumo. A última fração, denominada cauda, geralmente usada para recuperar o etanol 

residual no vinho, apresenta grande quantidade de ésteres de ácidos graxos, ácido acético e 

furfural (RUSSELL; BAMFORTH; STEWART, 2014; SCANAVINI; CERIANI; 

MEIRELLES, 2012) . 

A acidez volátil elevada é uma consequência da contaminação bacteriana durante o 

processo de produção. A definição do ponto de corte ideal da fração "cauda" do destilado 

contribui para reduzir a acidez volátil (ALCARDE et al., 2010; BRANCO DE MIRANDA et 

al., 2008). Os ácidos orgânicos voláteis contribuem para o aroma das bebidas destiladas, devido 

ao seu aroma característico e são fixadores de vários compostos aromáticos, além de conferir 

corpo às bebidas destiladas (LÉAUTÉ, 1990).  

Dentre os possíveis ésteres presentes, os ésteres etílicos de ácidos graxos e acetatos são 

considerados importantes pois contribuem para a formação do “bouquet”. O principal éster 

encontrado na cachaça é o acetato de etila que incorpora um aroma agradável de frutas; no 

entanto, em grandes quantidades, confere à cachaça um sabor indesejável e enjoativo 

(CANUTO, 2013). Ésteres são sintetizados através de reações enzimáticas da levedura durante 

a fermentação e destilados junto com o etanol. Estas ocorrem, pois, o etanol pode reagir com 

ácidos derivados do ácido pirúvico, como ácido láctico e acético, bem como ácidos orgânicos 

de cadeias curtas (butírico, capróico, caprílico, cáprico e láurico). Alguns dos fatores que 

influenciam a formação de ésteres são: tipo e quantidade de levedura, a temperatura de 

fermentação, a aeração, a agitação e a qualidade do mosto (JANZANTTI, 2004)   
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O Acetaldeído e outros aldeídos (fórmico, butírico, isobutírico, valérico, e capróico) têm 

sido encontrados nas bebidas destiladas, geralmente presentes nas frações mais voláteis,  sendo 

o acetaldeído usualmente o composto predominante possuindo odor pungente e aumentando o 

sabor picante das bebidas (NYKÄNEN; NYKÄNEN, 1991). O acetaldeído é formado durante 

a fermentação, pela redução do etanol, e apresenta efeitos tóxicos associados a sintomas como 

náuseas, sudorese, pulso rápido e dor de cabeça e vômitos. É também conhecido como 

composto cancerígeno (PFLAUM et al., 2016). Acetaldeído e outros aldeídos alifáticos de 

cadeia curta têm odor pungente, ranço e gorduroso, o que pode aumentar o sabor das bebidas 

destiladas. Em geral, aldeídos com cadeias menores do que oito átomos de carbono têm odores 

penetrantes, geralmente enojados, que são considerados indesejáveis. Os aldeídos de cadeia 

longa são caracterizados por aroma agradável (ALCARDE; SOUZA; BELLUCO, 2011; 

LÓPEZ-VÁZQUEZ et al., 2012).  

Em bebidas alcoólicas o carbamato de etila resulta principalmente da reação de etanol e 

compostos contendo nitrogênio, como uréia, carbamilofosfato e cianeto (CHEN et al., 2017). 

Estes compostos precursores do carbamato de etila são comumente gerados pelo metabolismo 

da arginina por Saccharomyces cerevisiae ou pela presença de outros microorganismos durante 

a fermentação como por exemplo, bactérias ácido láticas (NÓBREGA et al., 2015). Trata-se de 

um composto carcinogênico e genotóxicos em muitas espécies, incluindo, ratos, hamsters, 

macacos e humanos (VÁZQUEZ et al., 2017).  

Álcoois superiores ou óleo fusel, possuem mais de dois átomos de carbono  e são 

expressos pela soma dos álcoois 1-propanol, isobutanol e isoamílicos. Sua biossíntese depende 

da cepa utilizada na fermentação, da atividade da levedura, do nível de contaminação 

bacteriana, das condições de fermentação como o pH, a temperatura, o teor compostos 

nitrogenados e teor alcoólico do vinho, do intervalo de tempo entre a fermentação e destilação 

e do tipo de destilação empregada (SOUZA et al., 2013). Contribuem para a formação do 
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"bouquet" aromático, destacando os álcoois amílico e propílico e seus isômeros, porém o 

excesso de álcoois superiores interferem negativamente no valor comercial e na qualidade do 

destilado (CARDOSO, 2006). 

O furfural e o hidroximetilfurfural são aldeídos aromáticos resultantes da decomposição 

química de carboidratos, podendo resultar da pirólise da folhagem durante a colheita o que 

acarreta a desidratação parcial de uma pequena fração de açúcares presentes. A desidratação 

parcial das pentoses leva à formação de furfural (2-furfuraldeido) e a desidratação das hexoses 

à hidroximetilfurfural (5-hidroximetil-2-furfuraldeido). O furfural também pode ser originado 

durante o processo de destilação pela pirogenação de matéria orgânica depositada no fundo dos 

alambiques. Nas aguardentes envelhecidas, o furfural pode ser oriundo da ação de ácidos sobre 

as pentoses e seus polímeros (hemiceluloses), provenientes da madeira usada na construção de 

tonéis (CRUZ; CANAS; BELCHIOR, 2012; YOKOYA, 1995). O Furfural apresenta 

toxicidade para humanos induzindo dor, dor de garganta, diarreia, vômitos e dor de cabeça 

(COLDEA et al., 2011; J ROHSENOW; HOWLAND, 2010).  

Segundo BRASIL (2003) os contaminantes em cachaça são divididos em dois grupos: 

Contaminantes Orgânicos e inorgânicos. Os contaminantes orgânicos são constituídos por:  

álcool metílico; carbamato de etila; acroleína (2-propenal); Álcool sec-butílico (2-butanol); 

álcool n-butílico (1-butanol). Dentre os contaminantes inorgânicos destacamos o Cobre (Cu), 

Chumbo (Pb) e Arsênio (As).  

O metanol é o segundo composto encontrado em destilados de frutas após o etanol. O 

metanol é um álcool indesejável na bebida, devido a sua alta toxidez. Origina-se da degradação 

da pectina, um polissacarídeo presente na cana-de-açúcar, durante o processo de fermentação 

(ZACARONI et al., 2011). Devido aos numerosos surtos de intoxicação alcoólica, às vezes 

levando consumidores à óbito, os níveis de metanol em destilados se tornaram uma preocupação 

de saúde pública. Os sintomas comuns de intoxicação aguda por metanol são aqueles 
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relacionados à ressaca - dor de cabeça, vertigem e vômitos, mas também podem causar dor 

abdominal severa, visão turva ou dor nas costas. A metabolização do metanol gera ainda 

produtos tóxicos como o formaldeído e ácido fórmico (J ROHSENOW; HOWLAND, 2010).  

A acroleína (2-propenal), é uma substância carcinogênica oriunda do processo de 

fermentação, podendo ser formada pela desidratação do glicerol ou por contaminação bac-

teriana. Apresenta elevada toxicidade por todas as vias de administração e tem mostrado 

características mutagênicas, além de provocar irritação no trato respiratório de animais e 

humanos. Os vapores de acroleína são lacrimogênios, muito irritantes aos olhos, nariz e 

garganta, podendo associar sua presença ao aroma de pimenta das bebidas (ZACARONI et al., 

2011).  

A contaminação por cobre, geralmente está relacionada com o uso deste material para a 

construção dos alambiques. Durante o processo de destilação da bebida, os vapores ácidos 

arrastam o carbonato de cobre básico [Cu(OH)2CO3], formado nas paredes internas dos 

alambiques, assim levando à contaminação do produto. Outro fator que pode contribuir para a 

contaminação pelo metal é o corte incorreto das frações (DUARTE et al., 2017).  

O chumbo é conhecido por causar toxicidade e envenenamento em indivíduos expostos 

através do consumo de bebidas. A intoxicação por chumbo apresenta diversos sintomas como 

a anemia, convulsão, distúrbios do sistema nervoso central, anorexia, dor de cabeça, mal-estar, 

diarreia, paralisia de chumbo, encefalopatia, insônia, , hipertensão arterial, anemia e fraqueza 

nos dedos, pulsos ou tornozelos, perda de cabelo, fibrose pulmonar e  alergias cutâneas (IZAH; 

CHAKRABARTY; SRIVASTAV, 2016; IZAH et al., 2016; TECH, 2013). A presença de 

chumbo em bebidas destiladas está relacionada com a qualidade da água utilizada que pode 

conter pesticidas utilizados na agricultura que permaneceram na água. Quando se faz necessário 

ajustar o teor alcoólico de bebidas, geralmente nenhuma análise da água utilizada é realizada,  
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e como consequência, a água pode se tornar uma fonte de contaminação (BONIĆ et al., 2013; 

COLDEA; MUDURA; SOCACIU, 2017).  

Os compostos inorgânicos de arsênio podem causar câncer de o pulmão, a pele e a 

bexiga urinária. Foi observada associação entre a exposição ao arsênico e compostos 

inorgânicos de arsênio e câncer de fígado, rim e próstata. A longo prazo, exposição a doses 

baixas a compostos inorgânicos de arsênio aumenta a mutagênese por indução rápida de dano 

oxidativo do DNA e inibição do reparo do DNA, como bem como mudanças mais lentas nos 

padrões de metilação do DNA, aneuploidia e amplificação de genes, que levam a alterações 

expressão (HUMANS, 2012).  

 

2.2 Enzimas e suas aplicações  

As enzimas são catalisadores que facilitam a conversão de substratos em produtos. A 

hidrólise enzimática ou biocatálise é considerado um processo ecologicamente viável ao 

permitir a redução do uso de produtos químicos, oferecendo muitos benefícios ambientais e 

econômicos em uma variedade de ambientes industriais (ALEXANDER et al., 2017; 

SHELDON, 2017). 

A produção de alimentos sempre utilizou microorganismos e enzimas. Exemplos típicos 

incluem a fabricação de cerveja, pão, queijo ou vinho, onde as enzimas foram utilizadas mesmo 

que sem nenhum conhecimento sobre seus mecanismos por milhares de anos. Atualmente, as 

enzimas, obtidas por fermentação microbiana ou extraídas de plantas ou animais, são utilizadas 

para produção ou processamento de alimentos, promovendo a melhora destes ou gerando 

produtos inovadores ou aprimorados . Entretanto, a utilização de enzimas ainda esbarra no seu 

alto custo de produção e isolamento. Atualmente, o segmento de alimentos e bebidas domina o 
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mercado de enzimas industriais e deve atingir um valor de US $ 2,3 bilhões até 2020 (ADRIO; 

DEMAIN, 2014; CHERRY; FIDANTSEF, 2003; SINGH et al., 2016) 

Dentre as enzimas com ampla aplicação industrial destacam-se as celulases e as 

xilanases. Estas são enzimas de grande importância em bioprocessos industriais, principalmente 

na produção de papel, têxtil, e indústrias de ração animal. Estas enzimas são amplamente 

utilizadas na indústria de alimentos, principalmente, panificação, cervejaria, vinícola e 

produção de suco de frutas e vegetais (LI; CHANG; LIU, 2018). 

As celulases e xilanases, ao degradarem a celulose e lignina, aumentariam a 

concentração de açúcares redutores como a glicose e xilose sendo estes açúcares utilizados por 

Saccharomyces cerevisiae para a produção de etanol (ABO-STATE et al., 2013). 

MOLAVERDI et al. (2019) demonstraram maior eficiência da fermentação alcoólica e 

concentração de etanol ao realizar o pré-tratamento com celulases e xilanases. 

 2.3 Celulases  

As celulases são enzimas que irão converter os β 1, 4-D-glucanos presentes na celulose 

para produzir glicose, celobiose e oligossacarídeos. Este processo envolve um complexo 

enzimático composto por endoglucanases (endo-1,4-β-D-glucanase, EC 3.2.1.4), exo-

glucanase (1,4-β-D-glucano-celobiohidrolase, EC 3.2 .1.91) e β-glicosidase (β-D-glucósido 

glucanoidrolase, cellobiase, EC 3.2.1.21) (BRIJWANI; OBEROI; VADLANI, 2010).  

As celulases apresentam diversas aplicações industriais, como por exemplo na indústria 

de detergentes, indústria têxtil, indústria de processamento de papel, indústria de ração animal 

e indústria de suco de frutas. Embora existam várias aplicações industriais potenciais de 

celulases a sua utilização tem sido empregada na degradação de material lignocelulósico para 

a produção de bioteanol (PATEL et al., 2019; YUE; YUAN; JIAN, 2017). 
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Celulases termofílicas são desejáveis em tais aplicações, uma vez que sua atividade em 

temperaturas mais altas oferecem vários benefícios, como tempos de hidrólise reduzidos, menor 

risco de contaminação, facilitando a recuperação de substâncias voláteis como etanol e menores 

custos de resfriamento após pré-tratamento térmico (ABDEL-BANAT et al., 2010; TURNER; 

MAMO; KARLSSON, 2007; VAISHNAV et al., 2018; VIIKARI et al., 2007) 

A ação sinérgica das endoglucanases, exoglucanases e β-glucosidases é necessária para 

a despolimerização da celulose em açúcares fermentescíveis favorecendo a fermentação 

alcoólica (SHARMA et al., 2016). 

Na indústria de sucos, as celulases são aplicadas em associação com outras enzimas para 

aumentar o desempenho e o rendimento do processo, melhorando os métodos de extração, 

clarificação e estabilização de sucos. Celulases também foram utilizadas para reduzir a 

viscosidade do néctar e do purê de frutas como damasco, manga, ameixa, mamão, pêra e 

pêssego e são utilizados para a extração de flavonóides de flores e sementes (RAVEENDRAN 

et al., 2018). As celulases demosntraram a capacidade de utilização na extração de compostos 

fenólicos de bagaço de uva (KABIR; SULTANA; KURNIANTA, 2015). O uso de 

betaglicosidades em combinação com pectinase promoveram alterações na estrutura, sabor e o 

aroma das frutas e legumes (HUMPF; SCHREIER, 1991).  

Na produção de vinho, as celulases foram usadas em combinação com outras enzimas 

para aumentar o rendimento da fermentação e o teor de antocianinas (BAMFORTH, 2009). 

Dentre as vantagens do uso de celulases destaca-se a maceração aprimorada, melhor 

desenvolvimento da cor, clarificação do mosto e, finalmente, estabilidade e qualidade do vinho 

(GALANTE; DE CONTI; MONTEVERDI, 1998). O aroma dos vinhos pode ser melhorado 

pelas β-glucosidases através de modificações de precursores glicosilados e ainda podem reduzir 

significativamente a viscosidade do mosto (OKSANEN; AHVENAINEN; HOME, 1985).   
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2.4 Xilanases  

As xilanases são hidrolases que promovem a despolimerização de moléculas da xilana, 

presentes na hemicelulose que em associação com a celulose formam a parede celular vegetal. 

Por isto tem despertaado grande interesse comercial (UDAY et al., 2016). 

 A hemicelulose é um hetero-polímero ramificado formado por pentoses (d-xilose e d-

arabinose) e hexoses (d-manose, d-glicose e d-galactose), onde a xilose é mais abundante. A 

hemicelulose é a segunda biomassa renovável mais abundante na natureza depois da celulose, 

responsável por 25 a 35% da biomassa lignocelulósica (SAHA, 2003).  

As xilanases encontram aplicações em uma ampla gama de processos industriais. Elas 

são usadas principalmente nas indústrias de alimentos, rações, celulose e papel (YEGIN, 2017).  

A utilização de xilanases promoveu alterações nas propriedades reológicas da massa de 

pão produzidas após a hidrólise enzimática de polissacarídeos não amiláceos (LIU et al., 2017; 

MARTÍNEZ-ANAYA; JIMÉNEZ, 1997). A utilização de xilanase produzida por expressão 

heteróloga em Pichia pastoris promoveu a diminuição na firmeza, rigidez e consistência em 

pão. Promoveu ainda aumento no volume específico e reduçãoo teor de açúcares livres (DE 

QUEIROZ BRITO CUNHA et al., 2018).  

A xilanase é usada para melhorar a textura, o sabor e a palatabilidade dos biscoitos. A 

utilização de xilanases associadas a outras enzimas promovem a melhoria no rendimento 

durante a produção de sucos e o aumento da recuperação de aromas, óleos essenciais, vitaminas, 

sais minerais, pigmentos, etc. . Nas indústrias de fabricação de cerveja, as xilanases são usadas 

para hidrolisar a parede celular da cevada. A hidrólise leva à liberação de arabinoxilanos e 

oligossacarídeos inferiores, o que reduz a aparência enlameada e a viscosidade da cerveja 

(BALA; SINGH, 2017; DERVILLY, 2002; PASHA; ANURADHA; SUBBARAO, 2013; 

POLIZELI et al., 2005). 
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2.5 Fermentação semissólida (FSS) 

A FSS pode ser definida como um processo de cultivo de microrganismos na presença 

de uma fase líquida com máxima concentração de substrato em suportes na ausência de 

movimento. Na FSS há ausência ou quase ausência de água livre. A água presente nesses 

sistemas encontra-se complexada com a matriz sólida de substrato ou como uma fina camada 

absorvida pela superfície das partículas (PANDEY, 2003; TRY et al., 2018).  

O uso de fermentação semissólida tem sido utilizada para a produção de enzimas 

celulolíticas através do reaproveitamento de resíduos agroindustriais, fibras ou outros materiais 

apresentando baixos custos e redução de impacto ambiental pela redução do consumo de 

energia para produção, geração de águas residuais, redução da contaminação bacteriana, maior 

facilidade para recuperação de produtos e menor investimento de capital (PANDEY; SOCCOL; 

MITCHELL, 2000; RAGHAVARAO; RANGANATHAN; KARANTH, 2003).  

Durante a FSS, o conteúdo de umidade nas fibras desempenha um papel fundamental, 

uma vez que afeta diretamente o processo de fermentação. Sabe-se que um maior teor de 

umidade pode preencher o vazio do substrato, limitando assim a transferência de massa gasosa 

dos microrganismos. No caso de menor teor de umidade, o crescimento do microrganismo 

também é limitado (SUKUMARAN et al., 2009).  

Apesar da importância da umidade durante o processo FSS, outros fatores, como 

temperatura, pH, o tipo de biomassa e características como diâmetro de partícula, área de 

superfície e vazio de partículas também podem ser importantes para uma fermentação 

produtiva. Portanto, têm sido utilizado diversos materiais como substrato para a fermentação 

como o bagaço de cana, farelo de trigo, casca de coco e outros (GONÇALVES et al., 2014; 

GUILHERME et al., 2015) .  
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2.6 Streptomyces sp 

A família Streptomycetaceae engloba três gêneros, Streptomyces spp, Kitasatospora e 

Streptoverticillium, dentro da família o Streptomyces é o gênero representado por um grande 

número de espécies produtoras de antibióticos e enzimas extracelulares moléculas com 

atividade antimicrobiana, antitumoral e imunossupressora (BENTLEY et al., 2002; SINGH; 

CHHATPAR, 2010). 

As bactérias Streptomyces são abundantes no solo, onde interagem com uma grande 

diversidade de outros microorganismos. Os Streptomyces são conhecidos por conferir ao solo  

odor característico através da síntese de composto volátil: a geosmina . Além da geosmina, as 

espécies de Streptomyces produzem uma infinidade de metabólitos especializados, com funções 

que variam desde a aquisição de nutrientes (por exemplo, sideróforos para absorção de 

ferro),enzimas e a inibição do crescimento de organismos concorrentes como antibióticos e 

compostos antifúngicos (JONES; ELLIOT, 2017) 

Streptomicetos são bactérias aeróbias estritas que apresentam como característica o 

crescimento macroscópico em colônias arredondadas, formação de grumos quando cultivado 

em meio de cultura líquido. Possuem filamentos finos semelhantes às hifas fúngicas com 

diâmetro entre 0,5 a 2,0 µm, formando micélios. A reprodução dos Streptomyces sp. Se dá  

através de fragmentos de hifas ou por produção de esporos feita em áreas especializadas do 

micélio (LECHEVALIER, 1989).  

Os Streptomyces spp. Apresentam como principal habitat o solo, podendo ainda ser 

encontrados em mares, em associação com liquens, em tecidos animais e vegetais. A maioria 

dos Streptomyces tem crescimento em pH neutro ou levemente básico, no entanto, há relatos de 

crescimento de algumas cepas de Streptomyces sp. em pH ácido (3,5) ou alcalino (pH 8 a 11,5) 

(GONZÁLEZ et al., 2005; ZHI-QI et al., 2006).  
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Dentre as enzimas produzidas por Streptomyces sp. destacam-se as hidrolases com 

capacidade de degradação de polímeros, incluindo hemicelulose, pectina, queratina e quitina. 

Alguns streptomicetos atuam sobre a lignina e a celulose promovendo a degradação destes 

componentes presentes na parede celular das plantas (GOODFELLOW; WILLIAMS, 1983).  

O Streptomyces termocerradoensis I3 apresentou grande capacidade de produção de 

celulases e xilanases. Estudos de BRITO-CUNHA et al. (2015) verificaram a produção de 

celulases e xilanases termoestáveis e atuando em amplas faixas de pH.   

2.7 Métodos de extração de compostos fenólicos e ultrassom 

Os polifenóis representam um grupo de pelo menos 10.000 compostos diferentes que 

têm como característica química a presença de um ou mais anéis aromáticos com um ou mais 

grupos hidroxila ligados. Estes compostos são produtos do metabilsmo secundário de vegetais 

e são abundantes na maioria das frutas e legumes. Nos vegetais, os polifenóis são geralmente 

envolvidos na defesa contra diferentes tipos de estresse, oferencendo proteção contra espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio, luz UV, patógenos, parasitas e predadores. Além disto, eles 

contribuem substancialmente para as propriedades organolépticas de vegetais, alimentos e 

cosméticos. Atualmente, diversos estudos tem demontrado a sua importância para a saúde 

através de suas atividades antioxidantes, efeitos anti-inflamatórios e outros efeitos biológicos 

prevenindo várias patologias, incluindo doenças cardiovasculares e câncer (DAI; MUMPER, 

2010; LI et al., 2014). 

Compostos fenólicos estão glicosidicamente ligados a microfibrilas celulósicas e 

hemicelulósicas e não lixiviam durante a extração simples de solvente ou em ebulição água , 

sendo chamados de fenólicos insolúveis (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; 

SERNA-SALDIVAR, 2014). Por este motivo, os métodos convencionais de extração (extração 

líquido-líquido e líquido-sólido) apresentam baixo rendimento na extração, baixa seletividade 
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para compostos específicos. Outras desvantagens são o uso de solventes potencialmente tóxicos 

ou ainda a presença destes no produto final podendo ser ncessárias etapas adicionais para a sua 

extração (BELWAL et al., 2018).  

Dainte do exposto, diversas técnicas têm sido empregadas visando a redução dos 

problemas apontados pela extração convencional. Microondas são utilizadas desde 1950 para a 

extração de compostos presentes no lúpulo para a produção de cerveja (SPECHT; 

SCHULTEIS, 1957). A aplicação de pulsos elétricos é uma tecnologia não térmica baseada na 

promoção da perda de seletividade de transporte de influxo e efluxo, aumentando a 

permeabilidade e promovendo melhor transferência de massa. Sua utilização aumentou a 

extração de licopeno em 68% em comparação com amostras não tratadas (GACHOVSKA et 

al., 2013; MAHNIC-KALAMIZA; VOROBIEV; MIKLAVCIC, 2014). 

O ultrassom é definido como uma onda mecânica acústica que se propaga em um meio 

e possuem frequência acima do nível audível pelo ouvido humano (20 Hz a 20 kHz). São 

divididas em dois grandes grupos, dependendo da sua frequência e intensidade: Alta frequência 

(2 a 20mHz) e baixa intensidade (<1Wcm-2) e baixa frequência (20 a 100kHz) e maiores níveis 

de intensidade (10 a 1000Wcm-2)(CÁRCEL et al., 2012). O primeiro grupo é composto 

ultrassons de baixa energia, que não são destrutivos tendo emprego, na área de ciência de 

alimentos em técnicas analíticas para promover informações sobre propriedades físico-

químicas, composição, estrutura e estado físico de alimentos. O segundo grupo com energia 

suficiente para romper ligações intermoleculares dá origem ao fenômeno da cavitação capaz de 

modificar algumas propriedades físicas e favorecer reações químicas (ALVES et al., 2013; 

OLIVEIRA; ASCHERI; CARVALHO, 2016).  

O uso de ondas de baixa frequência e alta intensidade geram um fenômeno denominado 

cavitação. O fenômeno de cavitação leva a altas forças de cisalhamento na matriz. A implosão 

de bolhas de cavitação na superfície de um produto resulta em micro jatos que geram vários 
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efeitos, tais como a descamação superficial, a erosão e a degradação das partículas. Além disso, 

a implosão de bolhas de cavitação em um meio líquido leva a macro turbulências e a uma micro 

mistura (CHEMAT et al., 2017).  

Ao ser utilizado na indústria de alimentos, o ultrassom pode tanto substituir algumas 

técnicas tradicionais de processamento (corte, emulsificação, homogeneização, esterilização, 

pasteurização e desgaseificação) quanto para aperfeiçoar ou acelerar técnicas convencionais de 

extração, salga, oxidação, filtração, secagem ou desidratação (ASHOKKUMAR, 2015; 

CHEMAT et al., 2017).  

Os benefícios do uso de ultrassom incluem o aumento na vida útil das bebidas através 

da redução de microrganismos contaminantes. Benefícios nutricionais devido ao aumento dos 

teores de antioxidantes e compostos bioativos como flavonóides e flavonóis (AADIL et al., 

2013; BEVILACQUA et al., 2016; CRUZ-CANSINO NDEL et al., 2016; JIANG et al., 2015). 

A utilização de métodos combinados de extração têm demosntrado grande potencial de 

utilização. A combinação de métodos físicos (mecânico) e químico/enzimático (não mecânico) 

ao favorecer o rompimento celular por mecanismos distintos e resultam em rendimentos mais 

altos com maior seletividade em relação aos compostos alvo (TAVANANDI; 

RAGHAVARAO, 2020).  

2.8 Gengibre 

O Gengibre (Zingiber officinale Roscoe), também pertence à família Zingiberaceae, é 

uma planta comestível e medicinal, tem sido cultivada em vários áreas tropicais e subtropicais 

do sul da Ásia, incluindo a China, que é um dos principais produtores (PANG et al., 2017). O 

gengibre é amplamente utilizado em alimentos e bebidas por sua característica pungência e 

sabor picante  e em medicamentos chineses, ayurvédicos, unani e remédios caseiros desde a 
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antiguidade para muitas doenças, incluindo dor, inflamação e distúrbios gastrointestinais 

(SRINIVASAN, 2017).  

Compostos fenólicos não voláteis, como o gingerol, são bem conhecidos para dar ao 

gengibre sabor pungente, enquanto o seu aroma característico é proporcionado por óleos 

essenciais descritos como picantes (ARCTANDER, 2017).  

Dentre as propriedades farmacológicas do gengibre destaca-se a ação anti-inflamatória 

mediada pela inibição da 5-lipoxigenase, o que reduz a biossíntese de prostaglandinas, 

leucotrienos e citocinas pró-inflamatórias tais como Interleucina (IL) -1, IL-8; fator de necrose 

tumoral (TNF-α), e fator nuclear κB. Assim, demonstrou-se a redução de citocinas pró 

inflamatórias em pacientes com osteoartrite (KUBRA; RAO, 2012; MOZAFFARI-

KHOSRAVI et al., 2016). A atividade antioxidante do extrato de Z. officinale demonstrou 

capacidade  in vitro de  inibir radicais hidroxila e inibir a peroxidação lipídica (MANCINI et 

al., 2017). A atividade antioxidante foi confirmada em estudos com animais através da ação da 

glutationa sérica e outras enzimas responsáveis pela detoxificação (MASHHADI et al., 2013).  

Efeitos semelhantes foram atribuídos a outros bioativos presentes no gengibre como o 

6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol e 6-shogaol(SI et al., 2018).  

Diante de consumidores cada vez mais conscientes do vínculo entre dieta e saúde tem 

se a necessidade da busca de ingredientes naturais como suplementos alimentares e 

conservantes. Desta forma, o consumo de alimentos com alto teor de fenólicos e 

consequentemente propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias acima mencionadas pode 

contribuir preventivamente em uma infinidade de doenças crônico-degenerativas incluindo 

câncer, distúrbios cardiovasculares e diabetes. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a produção e a utilização de enzimas produzidas por Streptomyces 

thermocerradoensis I3 e Streptomyces sp. I7 em diferentes processos fermentativos, seus 

impactos no perfil químico dos destilados produzidos e ainda a sua utilização como ferramenta 

para favorecer a incorporação de compostos fenólicos do gengibre (Zengiber officinale) em 

cachaça. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Promover a fermentação semissólida para a produção dos extratos enzimáticos em 

diversos pHs. 

• Avaliar a utilização das farinhas de Cochlospermum regium e Jatropha elliptica como 

meios para a fermentação semissólida e a produção de enzimas.  

• Extrair e determinar as atividades celulolítica e xilanolítica dos extratos obtidos;  

• Identificar o pH ideial para a produção de  celulases e xilanases; 

• Testar as farinhas de Cochlospermum regium e Jatropha elliptica como meios 

produtores de enzimas lignolíticas:  

• Avaliar o potencial de hidrólise dos extratos obtidos em farinhas de Cochlospermum 

regium e Jatropha elliptica; 

• Utilizar o extrato obtido com maior atividade de celulases para promover a sacarficação  

como pré tratamento no processo fermentativo; 
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• Produzir cachaças utilizando o pré tratamento enzimático utilizando Saccharomyces 

cerevisiae; levedura para produção de cerveja Belgian Ale (M27) e por fim a 

fermentação espontânea; 

• Acompanhar a variação do pH, Brix, açúcares totais e polifenóis durante os processos 

fermentativos; 

• Avaliar o teor alcoólico e a concentração de etanol nas fermentações;  

• Avaliar o impacto do tratamento do mosto na produção de congêneres e comparar com 

o processo de produção tradicional utilizando a cromatografia liquida e a ressonância 

magnética nuclear;  

• Verificar o efeito da extração de bioativos do gengibre utilizando o extrato enzimático 

no perfil de compostos fenólicos através da HPLC;  

• Através da análise de superfície de resposta identificar os principais fatores que 

contribuíram para a extração dos compostos fenólicos.  
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RESUMO  13 

Apesar da ampla utilização, as enzimas apresentam alguns fatores limitantes e custos 14 

elevados de produção. Diante disto, este trabalho objetivou contribuir no estudo da produção 15 

de enzimas lignocelulolíticas por Streptomyces thermocerradoensis I3 através da fermentação 16 

semissólida usando farelo de trigo (FT) e as farinhas de Cochlospermum regium (CR) e 17 

Jatropha elliptica (JE) como substrato. Também foi avaliada a influência do pH do meio na 18 

produção das enzimas e o efeito do tratamento enzimático das farinhas. A atividade de CMCase 19 

detectada foi 6,07 ± 0,13 UI/mL e 4,18 ± 0,23 UI/mL utilizando FT e JE, respectivamente. A 20 

CMCase não foi detectada em CR. A atividade da xilanase foi 4,14 ± 0,10 UI/mL em FT e 2,13 21 

± 0,14 no CR e não detectada em JE. Verificou-se maior atividade de CMCase foi obtida 22 

utilizando meio de cultura ajustado pra pH 7,5 (13,22 UI/mL ± 0,26) enquanto para xilanase 23 

ficou em pH 7,0 (4,03 ± 0,20). A maior produção de enzimas foi obtida utilizando farelo de 24 
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trigo, pH 7,5 para CMCases e pH 7,0 para xilanases. O tratamento das farinhas de CR e JE com 25 

o extrato enzimático obtido promoveu o aumento nos níveis de açúcares totais, proteínas 26 

solúveis totais, açúcares redutores e compostos fenólicos. As farinhas modificadas pela 27 

utilização do extrato enzimático obtido podem ser aplicadas no desenvolvimento de novos 28 

produtos alimentícios com maior teor de compostos bioativos (polifenóis), alta atividade 29 

antioxidante e maior conteúdo de proteínas solúveis.  30 

Palavras-chave: Celulase; Xilanase; farinhas; compostos fenólicos; proteínas solúveis.  31 

INTRODUÇÃO 32 

Enzimas obtidas de microrganismos apresentam ampla utilização nas indústrias 33 

agroalimentar, química e farmacêutica. São utilizadas para catalisar etapas específicas em uma 34 

variedade de bioprocessos, com estimativa de movimentação de 5,6 bilhões de dólares em 2018. 35 

Deste total, as enzimas xilanase, pectinase e celulase foram responsáveis por aproximadamente 36 

20% do mercado mundial de enzimas (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018; PATEL; 37 

SINGHANIA; PANDEY, 2017; SHARMA; SHARMA; MAHAJAN, 2019; SINGH; SINGH; 38 

SACHAN, 2019; TOPAKAS; PANAGIOTOU; CHRISTAKOPOULOS, 2013). Enzimas 39 

também são empregadas na modificação de matérias primas agroindustriais, como por exemplo 40 

farinhas. Tal utilização visa agregar propriedades funcionais com a liberação de compostos 41 

fólicos (TSOPMO et al., 2010; XU et al., 2016). 42 

Apesar do grande potencial no emprego de enzimas, elas apresentam alguns fatores 43 

limitantes, como vida útil, estrutura quimicamente instável e custos elevados de purificação 44 

(VAGHARI et al., 2016). A pesquisa por novos microrganismos, meios de cultura, processos 45 

com maior rendimento, enzimas termoestáveis, enzimas com atividade em ampla faixa de pH, 46 

menores custos de produção e/ou purificação, são focos de interesse (ATALAH et al., 2019; 47 

PRAJAPATI et al., 2018). 48 
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A produção de enzimas por alguns microrganismos merece destaque pelo alto 49 

rendimento e menor custo de produção de enzimas quando comparadas a outros 50 

microrganismos. As bactérias do gênero Streptomyces apresentam grande potencial. Essas 51 

bactérias são encontradas em muitos ambientes, sendo o solo um habitat rico nessas espécies. 52 

Algumas espécies de Streptomyces isolados a partir do solo do Cerrado, demosntraram 53 

capacidade de produzir diferentes enzimas, dentre elas celulases, xilanases, β-glucosidase, 54 

ligninase e N-acetilglucosaminidase (PEIXOTO; SILVA; KRÜGER, 2017; SOBRINHO et al., 55 

2005). Estudos utilizando Streptomyces thermocerradoensis I3 mostrou a presença de celulases 56 

termofílicas, termoestáveis e com capacidade de atuação em uma ampla faixa de pH, além da 57 

produção de xilanases, avicelase e Fpase (BOOK et al., 2014; BRITO-CUNHA et al., 2013; 58 

BRITO-CUNHA et al., 2015; GAMA et al., 2019; PEIXOTO; SILVA; KRÜGER, 2017; 59 

SOBRINHO et al., 2005). Foi ainda constatado por GAMA et al. (2020) que, ao degradar 60 

resíduos agroindustriais por meio da fermentação submersa, o S. thermocerradoensis I3 61 

produziu quatro xilanases diferentes, uma delas também apresentou atividade de CMCase, 62 

permitindo sua classificação como uma enzima bifuncional. 63 

Considerando a biodiversidade do Cerrado brasileiro e sua possibilidade de utilização 64 

em processos biotecnológicos, ainda merece destaque a sua vegetação. Várias espécies vegetais 65 

podem ser utilizadas para diferentes fins, na produção alimentos. Este bioma, ainda oferece 66 

muitas espécies de vegetais capazes de produzir compostos farmacologicamente ativos, os 67 

quais têm sido utilizados na medicina popular e podem contribuir para o desenvolvimento de 68 

fitoterápicos ou ainda serem utilizados como meios de cultura para a produção de enzimas 69 

assim, como resíduos agroindustriais (CAVALHEIRO; GUARIM-NETO, 2018; RIBEIRO et 70 

al., 2016).  71 

Diversos resíduos agorindustriais e fontes não convencionais de nutrientes têm sido  72 

investigados, por meio de diferentes estratégias de fermentação, para a produção de enzimas 73 
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objetivando a redução dos custos de produção e obtenção de novas enzimas. Alguns exemplos 74 

desses são cascas de banana, cascas de manga, grãos de cervejaria, farelo de trigo umedecido, 75 

bagaço de uva, bagaço de maçã cascas de melão e cascas de avelã que foram testados para 76 

produção de celulases e xilanases (RAVINDRAN et al., 2018; VÁRNAI et al., 2014). 77 

Algumas espécies vegetais como Cochlospermum regium (CR) e Jatropha elliptica 78 

(Pohl)(JE) são utilizados na medicina popular, apresentam altos níveis de compostos fenólicos 79 

e atividade antioxidante. Os rizomas destes vegetais apresentam alta concentração de amido e 80 

por este motivo são utilizados para a produção de farinhas (SABANDAR et al., 2013). 81 

Jatropha elliptica (Pohl) Muell Arg é uma planta herbácea subarbustiva popularmente 82 

utilizada para tratar coceiras, sífilis e picadas de serpentes graves. Geralmente uma infusão de 83 

seus rizomas em bebidas hidroalcoólicas é utilizada. Essa infusão é administrada por via oral. 84 

As propriedades farmacológicas dos produtos utilizando Jatropha apresentaram atividade 85 

antioxidante e atividades enzimáticas e contra veneno de Bothrops em ensaios in vitro e in vivo 86 

(FERREIRA-RODRIGUES et al., 2016; POTT; POTT, 1994). 87 

Cochlospermum, um gênero tropical nativo do sudoeste dos Estados Unidos, México, 88 

América Central e do Sul, África, Índias Ocidentais e Austrália, tem sido descrito na medicina 89 

popular para tratamento de várias condições clínicas (SOLON et al., 2012). No Brasil, 90 

Cochlospermum regium (Mart. Et. Schr.) Pilger é popularmente conhecido como 'algodão-do-91 

campo' ou 'algodãozinho' sendo amplamente utilizada para fins medicinais (SÓLON; 92 

BRANDÃO; SIQUEIRA, 2009). Os rizomas deste vegetal típico do Cerrado brasileiro têm sido 93 

tradicionalmente utilizadas como hepatoprotetor, analgésico, anti-hipertensivo e anti-94 

inflamatório no tratamento de reumatismo, artrite e acne (CARVALHO et al., 2018).  95 

O presente trabalho objetivou contribuir no estudo da produção de enzimas 96 

lignocelulolíticas por S. thermocerradoensis I3 através da fermentação semissólida utilizando 97 
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diferentes meios de cultura, os impactos do pH inicial do meio na produção destas enzimas e 98 

ainda o efeito do tratamento enzimático sobre as farinhas de rizomas de plantas do Cerrado. 99 

MATERIAL E MÉTODOS 100 

Materiais 101 

O isolado microbiano utilizado pertence ao banco de microrganismos do Laboratório de 102 

Bioquímica e engenharia genética da Universidade Federal de Goiás e foi isolado conforme 103 

BRITO-CUNHA et al. (2013).  104 

Produção da farinhas  105 

As raízes de Cochlospermum regium e Jatrhofa eliptica foram coletadas no município 106 

de Uruaçú-GO (-14.264977, -48,973811), em uma região de floresta nativa do Cerrado, em 107 

julho de 2016. As raízes foram armazenadas em embalagens de polietileno de baixa densidade 108 

e mantidas em refrigeração (6 ± 1 °C) durante o transporte e armazenamento até o 109 

processamento ocorrer.  110 

Foi utilizado farelo de trigo adquirido no comércio local. Por apresentar altos níveis de 111 

açúcares redutores o farelo passou por processo de lavagem e posterior secagem a fim de reduzir 112 

os teores destes açúcares  113 

As raízes de Cochlospermum regium e Jatrhofa eliptica foram lavadas e sanitizadas 114 

com solução de hipoclorito de sódio a 200 ppm por 15 min, descascadas e fatiadas 115 

manualmente, e deixadas secar em estufa de circulação de ar a 35 °C por 48 horas, até atingir 116 

umidade menor do que 10%. O material desidratado foi moído com moinho tipo faca "Croton" 117 

(Marconi, MA580, Piracicaba, Brasil), com peneira de 2,0 mm de diâmetro para obter a farinha. 118 

Obtenção de extrato enzimático 119 

Uma suspensão contendo aproximadamente 106 esporos (contados em câmara de 120 

Neubauer) de S. thermocerradoensis I3 foi inoculada em Erlenmeyer de 500 mL contendo três 121 



52 

 

diferentes meios de cultura para realizaçao de fermentaçao semisólida Cada Erlenmeyer 122 

continha 15 mL de meio mínimo previamente autoclavado (Na2HPO4 - 7.0 gL- 1; K2HPO4 - 3.0 123 

gL- 1 NaCl - 0.5 gL- 1; NH4Cl - 1.0 gL- 1) e uma fonte de carbono diferente. Foram utilizadas 124 

5 g de farelo de trigo (FT); 5 g de farinha de Jatrhofa eliptica (JE); 5 g de farinha de 125 

Cochlospermum regium (CR). A incubação foi realizada shaker de bancada com agitação 126 

orbital e controle de temperatura (SOLAB, SL 222, Piracicaba, Brasil) por de 5 dias a 37 ± 1 127 

°C. Ao término da incubação foram adicionados 50 mL de água e 50 mL de Tween-80 0,1%. 128 

O material foi centrifugado (Eppendorf, 5804R, Hamburgo e Alemanha) a 7.500 G durante 15 129 

minutos a 4o C. O sobrenadante foi coletado e armazenado (-20o C) até realização dos ensaios  130 

Ensaios enzimáticos 131 

O sobrenadante foi avaliado quanto à atividade enzimática da xilanase e da CMCase 132 

(carboximetilcelulose). A atividade da CMCase foi avaliada medindo-se a liberação de açúcares 133 

redutores em uma solução de 1,0 mL da enzima e 1,0 mL da solução de CMC a 2% (p/v) em 134 

tampão de citrato de sódio 50 mM (pH 4,8) incubado a 50 °C, por um período de 10 min, 135 

seguida pela quantificação de açúcares redutores pelo método ADNS de acordo com RAMADA 136 

et al. (2010). A atividade enzimática da xilanase foi determinada usando soluções de xilana 137 

bechwood a 1% (p/v) (Sigma®) como substrato. A atividade foi determinada por microensaio, 138 

adicionando-se 10 μL de amostra e 90 μL da solução a 1% de xilana. A solução foi incubada a 139 

50 °C por 5 min, seguida pela quantificação de açúcares redutores pelo método ADNS 140 

(MILLER, 1959). A curva xilose padrão foi determinada com concentrações de 0,3 a 4,2 141 

mg.mL-1. Uma unidade de atividade (UI) corresponde a 1 µmol de glicose e xilose liberada por 142 

minuto para CMCase e xilanase, respectivamente. 143 

Avaliação do pH do meio de cultura na produção de celulases e xilanases 144 
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Após determinação do meio de cultura associado à maior produção de celulase e 145 

xilanase, o pH deste meio de cultura foi ajustado em potenciômetro (TECNAL, TEC-2, 146 

Piracicaba, Brasil)  para os valores de 6,5; 7,0 e 7,5 conforme BRITO-CUNHA et al. (2015). 147 

Determinação dos compostos fenólicos totais e atividade antioxidante nas farinhas CR e 148 

JE 149 

Após o processamento, as farinhas de CR e JE foram submetidas a extração de 150 

compostos fenólicos utilizando uma solução metanólica (80:20). O mesmo extrato foi utilizado 151 

para determinação da atividade antioxidante. O conteúdo total de compostos fenólicos foi 152 

determinado usando o reagente de Folin-Ciocalteau e um espectrofotômetro a 740 nm. Os dados 153 

foram expressos em miliequivalentes de ácido gálico por 100g de amostra (WATERHOUSE, 154 

2002). A capacidade antioxidante do extrato de farinha foi determinada pelo método DPPH 155 

(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995), baseado na captura do radical DPPH 156 

(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo uma diminuição na absorvância a 157 

517 nm. 158 

Tratamento das farinhas de Jatrhofa eliptica e Cochlospermum regium com extrato 159 

enzimático. 160 

Nos ensaios de hidrólise enzimática, soluções de 1% (p/v) da farinha a pH 6,0 (tampão 161 

fosfato pH 6,0) foram adicionadas com 0,1 mL de extrato enzimático (3 UI.mL-1 para CMCase 162 

e 9 UI .mL-1 para xilanase) produzido previamente a partir da fermentação semissólida do farelo 163 

de trigo com a bactéria S. thermocerradoensis I3. As amostras foram incubadas sob agitação a 164 

50 °C por períodos de 4, 24 e 48 h. Como controle, soluções de farinha foram utilizadas sem a 165 

adição do extrato enzimático. 166 

As soluções hidrolisadas foram avaliadas quanto à açúcares redutores e totais pelo 167 

método proposto por MILLER (1959), compostos fenólicos segundo SINGLETON; 168 

ORTHOFER , LAMUELA-RAVENTÓS (1999) e teor de proteína. Ensaios para a 169 
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determinação do conteudo total de proteínas foram realizados de acordo com BRADFORD 170 

(1976). A quantidade de proteína total foi determinada pela leitura da absorbância em um 171 

espectrofotômetro (Bel Photonic, SP2000UV, Piracicaba, Brasil) a 595 nm. A curva de 172 

calibração foi determinada usando Albumina de Soro Bovino (BSASigma®). 173 

Análise estatística 174 

Os dados são expressos como a média ± desvio padrão de três repetições. Diferenças 175 

significativas entre as médias foram calculadas através da análise de variância (ANOVA) 176 

usando o software Graph pad prism 5®. 177 

RESULTADO E DISCUSSÃO  178 

Avaliação de extratos enzimáticos 179 

Neste trabalho as maiores atividades enzimáticas foram obtidas utilizando o farelo de 180 

trigo como fonte de carbono, CMCase (6,07 ± 0,13 UI·mL-1) e xilanases (4,14 ± 0,10 UI.mL-1) 181 

(figura 1). Esses dados corroboram os dados de BRITO-CUNHA et al. (2013) onde a melhor 182 

fonte de carbono foi o farelo de trigo. 183 

Segundo ROMERO-RODRÍGUEZ et al. (2017) tanto em Streptomyces quanto nos 184 

demais microrganismos, a fonte de carbono disponível no meio de cultura influencia a 185 

expressão gênica dos microrganismos. Assim, estes microrganismos produzirão enzimas para 186 

catabolizar as fontes de carbono rapidamente assimiladas, enquanto as enzimas envolvidas na 187 

utilização de outros substratos são reprimidas até que o substrato primário se esgote. Neste 188 

momento o microrganismo procura utilizar outros substratos disponíveis. Embora essa 189 

repressão gênica seja geralmente exercida pela glicose, em diferentes microorganismos outras 190 

fontes de carbono rapidamente metabolizadas também podem causar repressão e, inclusive, 191 

podem reprimir o catabolismo da glicose (SHAPIRO, 1989). 192 
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A figura 1 demonstra, ainda, que a utilização de farelo de trigo resultou na detecção de 193 

ambas as enzimas estudadas, enquanto a farinha de CR e JE resultou na inibição de uma das 194 

atividades estudadas. A farinha de CR levou à produção de xilanase, enquanto a farinha de JE 195 

levou a produção de CMCase. Entretanto as atividades observadas foram menores que as 196 

obtidas utilizando farelo de trigo.  197 

Os dados sugerem a possibilidade de produção de apenas uma enzima avaliada 198 

conforme o meio utilizado e desta forma excluir etapas posteriores de purificação. A purificação 199 

de enzimas é um processo multietapas e está relacionado com o alto custo de produção. Desta 200 

forma a possibiliade de produção de celulases ou xilanases de maneira isolada  pode ser 201 

vantajosa para eliminar ou diminuir a necessidade da purificaçao, consequentemente reduzindo 202 

o custo de produção (VIJAYARAGHAVAN; RAJ; VINCENT, 2016).  203 
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Figura 1. Atividades enzimáticas de celulases (a) e xilanases (b) obtidas de Streptomyces 205 

thermocerradoensis I3 utilizando substrato de farelo de trigo (FT), Cochlospermum regium 206 

(CR) e Jatrhofa elliptica (JE) após cinco dias de incubação, a 37 °C. 207 

 208 

As diferenças observadas nos extratos enzimáticos produzidos utilizando FT, CR e JE 209 

podem estar relacionadas à alta disponibilidade de amido presentes em CR (70 g․100g-1) e JE 210 

(44 g․100g-1) (BENTO, 2018) e FT (10 g․100g-1) (NANDINI; SALIMATH, 2001). Altos teores 211 



56 

 

de amido se mostraram potentes inibidores de celulases e xilanases produzidos por Penicillium 212 

decumbens (SUN et al., 2008). 213 

 214 

 215 

Conteúdo de fenólicos totais e atividade antioxidante em CR e JE 216 

A farinha de JE (extrato metanólico) apresentou um conteúdo de compostos fenólicos 217 

de 11,47 ± 0,87 mg eq de ácido gálico.g-1, enquanto a farinha de CR apresentou 8,32 ± 0,45 mg 218 

eq de ácido gálico.g-1 (Tabela 1). O farelo de trigo (FT) apresenta uma concentração de 219 

compostos fenólicos de 1,26 mg eq de ácido gálico. g-1 (VAHER et al., 2010), valores bem 220 

menores aos encontrados nas farinhas de CE e JE. Estudos relacionam a presença de compostos 221 

fenólicos no meio de cultivo a inibição do crescimento e/ou alterações na expressão gênica de 222 

microrganismos, uma vez que alguns compostos fenólicos podem se ligar às proteínas e podem 223 

desativar as enzimas celulolíticas durante a hidrólise da celulose (GONZÁLEZ-BAUTISTA et 224 

al., 2017; KIM et al., 2015; XIMENES et al., 2010). O teor dos compostos fenólicos, bem como 225 

o perfil de compostos fenólicos possivelmente distintos entre FT, CR e JE podem ter 226 

influenciado o desenvolvimento do S. thermocerradoensis I3, e consequentemente, na produção 227 

de enzimas por esse microrganismo, resultando em maior produção de enzimas com FT como 228 

substrato, quando comparado com ao CR e JE. O trabalho de MATEO ANSON et al. (2012) 229 

relatou que o FT possui uma camada de aleurona composta principalmente por arabinoxilana 230 

com níveis elevados de monômeros de ácido ferúlico. Eles demonstraram ainda que as 231 

atividades de β-glicosidase e celobiohidrolase de C. Cubensis foram inibidas apenas nas 232 

concentrações mais altas de compostos fenólicos monoméricos, como o ácido ferúlico.  233 

A presença destes compostos, bem como um maior conteúdo de amido e proteínas em 234 

CR e JE podem estar relacionadas à menor atividade enzimática nos extratos obtidos.  235 
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Tabela 1. Compostos fenólicos e atividade antioxidante das farinhas de Jatropha elliptica e 236 

Cochlospermum regium (base úmida). 237 

 Média Desvio padrão Coeficiente de variação (%) 

Jatropha elliptica     

Atividade antioxidante* 87.23 0.58 0.66 

Compostos fenólicos (ME) 11.47 0.87 7.58 

Cochlospermum regium     

Atividade antioxidante* 90.36 0.94 1.04 

Compostos fenólicos (ME) 8.32 0.45 5.40 

*  mg eq ácido gálico (g matéria seca) -1; ME extrato metanólico 238 

As farinhas de JE e CR apresentaram atividades antioxidante similares aos relatados por 239 

BENTO et al. (2019) que avaliou a viabilidade dessas farinhas para uso na indústria alimentícia.  240 

O consumo de produtos com alto teor de compostos fenólicos e consequentemente alta 241 

atividade antioxidante está relacionada com a prevenção de diversas doenças de caráter 242 

inflamatório devido a  produção excessiva de radicais livres de oxigênio/nitrogênio (TOHMA 243 

et al., 2017).  244 

As farinhas analisadas neste trabalho apresentam altos teores de compostos bioativos. 245 

A farinha de CR contém taninos, mucilagens, saponinas, esteroides, tri terpenos e flavonóides, 246 

incluindo kaempferol, naringenina, aromadendrina e dihidrokaempferol-3-O-β-247 

glucopiranósido, ácido gálico e ácido elágico (MIRANDA PEDROSO et al., 2019; SOLON, 248 

2009). A presença desses compostos ou as suas concentrações podem justificar a alta atividade 249 

antioxidante presente na farinha de CR. Enquanto a farinha de JE demonstrou algumas 250 

atividades biológicas relacionadas à presença de fatores anti-nutricionais como taninos, 251 

saponinas, fitatos, nitratos, tripsina e amilase (BENTO et al., 2019).  252 

Apesar da presença e a alta concentração dos compostos fenólicos, o que poderia trazer 253 

inúmeros benefícios ao consumidor tem sido observado que os compostos fenólicos afetam a 254 
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atividade das enzimas celulolíticas em diferentes graus, e altas concentrações de certos 255 

monômeros fenólicos podem levar à morte do microrganismo produtor das enzimas. Foi 256 

demonstrado ainda que as atividades de celulase e xilanase apresentam suscetibilidade diferente 257 

para compostos fenólicos (GONZÁLEZ-BAUTISTA et al., 2017). 258 

. 259 

Influência do pH do meio de cultura na produção das enzimas testadas 260 

O extrato enzimático com menor atividade de CMCase ocorreu em pH 6,5 (1,95 ± 0,07 261 

UI. mL-1), enquanto o maior valor foi obtido em pH 7,5 (13,22 ± 0,26 UI. mL-1) (Figura 2). Os 262 

dados observados evidenciam que a produção de uma de enzima por um microrganismo pode 263 

ser afetada por vários parâmetros físicos e químicos, dentre os quais o pH é um dos fatores mais 264 

importantes, pois pode afetar a síntese e secreção de proteínas, bem como a produção de 265 

metabólitos de fermentação (Prasetyo et al., 2010).   266 

 Estes resultados então de acordo com os encontrados por ZHANG et al. (2016), que ao 267 

avaliar a produção de celulases e xilanases por Streptomyces griseorubens JSD-1. Eles 268 

constataram que o pH 8,0 levou a um aumento de 47.9, 29.5, e 113.6 % na produção de celulase, 269 

xilanase e FPase respectivamente.  270 

 271 

Figura 2 - Atividade enzimática da endoglucanase (CMCase) obtida por fermentação 272 

semissólida a partir de substrato de farelo de trigo em três diferentes valores de pH, após cinco 273 

dias de incubação, a 37 °C. 274 
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A maior atividade de xilanase foi obtida no pH 7,0 e a menor atividade foi encontrada 276 

em pH 7,5. (Figura 3).   277 

 278 

Figura 3 - Atividade enzimática da xilanase obtida por fermentação semissólida utilizando 279 

Streptomyces thermocerradoensis I3 a partir de substrato de farelo de trigo em três diferentes 280 

valores de pH, após cinco dias de incubação, a 37 °C. 281 

 282 

Relatos de diversos autores indicam que  o pH próximo a neutralidade é ideal para a 283 

produção de compostos bioativos em culturas de Streptomyces (GOGOI et al., 2008; OSKAY, 284 

2011; SINGH et al., 2009). Resultado semelhante foi relatado ao avaliar a influência do pH na 285 

atividade de xilanases isoladas de Streptomyces sp. CS428.(G.C et al., 2013) Os estudos de 286 

BUNDALE et al. (2015) também relatam  que o pH neutro foi o ideal tanto para o crescimento 287 

quanto para a produção de metabólitos bioativos em quatro cepas diferentes de Streptomyces. 288 

Modificação das farinhas CR e JE com tratamento enzimático 289 

Apesar das farinhas obtidas neste trabalho não se mostraram eficientes para obtenção de 290 

uma maior atividade enzimática, elas ainda despertam interesse uma vez que são utilizadas na 291 

medicina popular por apresentar propriedades farmacológicas. A modificação de farinhas e 292 

amidos por hidrólise enzimática é uma alternativa para alterar características nutricionais destes 293 

produtos. Farinhas modificadas apresentam características físico-químicas distintas da farinha 294 

natural (não modificada), o que contribui para aplicações no desenvolvimento de novos 295 

produtos. Além de alterações nas características tecnológicas (exemplo, capacidade de absorção 296 
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de água e óleo, propriedades térmicas e viscoelásticas), farinhas modificadas com tratamento 297 

enzimático podem apresentar variações no conteúdo de proteínas, carboidratos (açúcares) e 298 

fenólicos (LIU et al., 2017; XUE et al., 2017). A hidrólise dos polissacarídeos e a liberação de 299 

polifenóis aumenta a biodisponibilidade destes. Verificou-se que polifenóis monoméricos e 300 

alguns oligoméricos são absorvidos enquanto as formas poliméricas são mal absorvidas 301 

(GONTHIER et al., 2003; SHOJI et al., 2006).  302 

O tratamento dessas farinhas com o extrato enzimático produzido poderia resultar na 303 

liberação de uma maior concentração de princípios ativos, visto que o extrato enzimático 304 

estudado atua sobre polissacarídeos. A hidrólise parcial ou total de polissacarídeos pode resultar 305 

na liberação de mais compostos de interesse (LAVECCHIA; ZUORRO, 2016; OLIVEIRA et 306 

al., 2019). 307 

O tratamento das farinhas de CR, JE com extrato enzimático produzido resultou no 308 

aumento do teor de açúcares redutores e de proteínas solúveis (Figura 4 e 5). 309 

Figura 4 - Açúcares redutores nos tempos 0, 4, 24 e 48 horas de incubação a 50 °C na farinha 310 

de Jatrhofa eliptica (JE) de Cochlospermum regium (CR). Como controle, foram utilizadas 311 

soluções de farinha sem a adição do extrato enzimático. 312 
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Nas primeiras quatro horas de hidrólise, houve aumentos de aproximadamente 7 vezes 313 

no conteúdo de açúcares redutores. Em seguida, houve um pequeno aumento na farinha de CR. 314 

Na farinha de JE o incremento na quantidade de açúcar redutor continuou elevado.   315 

O aumento do teor de açúcar redutores está relacionado à hidrólise dos polissacarídeos 316 

em açúcares redutores (KHAWLA et al., 2014). A hidrólise desses polissacarídeos resulta na 317 

liberação de outros compostos presentes nas farinhas testadas, justificando o aumento no teor 318 

de compostos fenólicos. A diferença de composição ou concentração de compostos fenólicos 319 

entre as farinhas pode justificar comportamentos diferentes durante o tratamento enzimático 320 

das farinhas de CR e JE, ocasionando menor liberação de açúcares redutores.  321 

 322 
Figura 5 – Concentração de proteínas solúveis nos tempos 0, 4, 24 e 48 horas de incubação a 323 

50 °C na farinha de Jatrhofa eliptica (JE) de Cochlospermum regium (CR). Como controle, 324 

foram utilizadas soluções de farinha sem a adição do extrato enzimático. 325 

O aumento no teor de proteínas solúveis (Figura 5) também pode ser resultante da 326 

liberação de complexos proteicos associados a polissacarídeos (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ; 327 

MARINA; PLAZA, 2017). O aumento de proteínas solúveis foi da ordem de 2,5 vezes. O 328 

incremento das proteínas solúveis foi semelhante nas duas farinhas, diferentemente do 329 

observado para açúcar redutor.  330 
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A hidrólise enzimática também promoveu o aumento de cerca de 30% dos compostos 331 

fenólicos (Figura 6A). na farinha com 48 h de exposição ao extrato enzimático e açúcares 332 

solúveis (Figura 6B) totais  333 

 334 
Figura 6 - Compostos fenólicos (A) e nível de açúcares solúveis totais (B) nos tempos 335 

0, 4, 24 e 48 horas de incubação a 50 °C na farinha de Jatrhofa eliptica (JE) de Cochlospermum 336 

regium (CR). Como controle, foram utilizadas soluções de farinha sem a adição do extrato 337 

enzimático. 338 

 339 

Pode-se inferir que o aumento dos compostos fenólicos nas farinhas modificadas se deve 340 

à hidrólise dos polissacarídeos e consequente liberação dos compostos fenólicos complexados. 341 

Alguns trabalhos também verificaram aumento no conteúdo de compostos fenólicos decorrente 342 

do tratamento enzimático (XUE et al., 2017). Estas alterações e consequente aumento de 343 

fenólicos livres também foi detectada após avaliação do tratamento enzimático promovido por 344 

LIU et al. (2017). Quando complexadas com essas macromoléculas, geralmente apresentam 345 

baixo rendimento na extração por métodos convencionais de extração (extração com solventes) 346 

e por este motivo não são quantificadas na análise quantitativa dos fenólicos, uma vez que 347 

podem ser retidos na matriz dos alimentos e portanto, inacessível aos solventes devido a 348 

diferentes interações com a matriz da planta (CHENG et al., 2014; JAKOBEK, 2015; PEREZ-349 

JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2013). 350 
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Por fim, a liberação de compostos fenólicos complexados com polissacarídeos pode 351 

melhorar a bioacessibilidade e biodisponibilidade de compostos fenólicos, aumentando o valor 352 

nutricional dos alimentos submetidos ao tratamento enzimático (ANSON et al., 2009; MATEO 353 

ANSON et al., 2011).  354 

A modificação das farinhas de CR e JE com o extrato enzimático resultou no aumento 355 

do conteúdo de açúcar redutor, proteínas solúveis e compostos fenólicos. Tais farinhas 356 

modificadas poderiam ser empregadas para a produção de alimentos como pães e bolos, por 357 

exemplo, conferindo a estes novos produtos um maior aporte em compostos fenólicos, podendo 358 

trazer benefícios à saúde dos consumidores. Uma nova etapa deste estudo está em andamento, 359 

visando aplicação dessas farinhas modificadas. 360 

CONCLUSÃO 361 

O farelo de trigo mostrou-se o melhor substrato para produzir celulases e xilanases 362 

usando a bactéria Streptomyces thermocerradoensis I3. O pH mais adequado para produzir 363 

extratos enzimáticos contendo celulases e xilanases foi de 7,5 e 7,0, para CMCase e xilanase, 364 

respectivamente. Por outro lado, extratos enzimáticos produzidos com farinha de Jatrhofa 365 

eliptica e Cochlospermum regium, como substrato, apresentaram atividade para uma das duas 366 

enzimas estudadas (CMCase ou xilanase, respectivamente). Esse resultado é importante quando 367 

se deseja obter extrato com apenas uma das enzimas, resultando em impacto no custo de 368 

produção ou purificação dessas enzimas. Os resultados obtidos sugerem que o extrato 369 

enzimático produzido foi capaz de modificar as farinhas de Jatrhofa eliptica e Cochlospermum 370 

regium, proporcionando um aumento no conteúdo de polifenóis, açúcares e de proteínas 371 

solúveis. Logo, as farinhas modificadas pela utilização do extrato enzimático produzido podem 372 

ser aplicadas no desenvolvimento de novos produtos alimentícios com maior teor de compostos 373 

bioativos (polifenóis), alta atividade antioxidante e maior conteúdo de proteínas solúveis.  374 
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Resumo 766 

A fermentação da cana produz dois produtos importantes: cachaça e bioetanol. A cachaça é 767 

uma bebida destilada apreciada e comercializada em todo o mundo. Este trabalho teve como 768 

objetivo avaliar os efeitos do extrato enzimático bruto produzido por Streptomyces sp. I7 na 769 

fermentação alcoólica, na produção de etanol e no perfil químico das cachaças produzidas. O 770 

extrato bruto apresentou atividades de CMCase e xilanase de 35,47 ± 1,22 e 9,18 ± 0,28 UI. 771 

mL-1, respectivamente. A adição do extrato enzimático no caldo de cana promoveu diferenças 772 

entre os tratamentos quanto ao valor de pH, teor de sólidos solúveis, teor total de açúcar e 773 

compostos fenólicos. Em relação ao teor de açúcar residual, houve redução da sacarose (2,76 ± 774 

0,3 a 1,96 ± 0,82 g.L-1); conteúdo de glicose (61,61 ± 0,2 a 17,46 ± 0,2 gL-1) e frutose (423,69 775 

± 1,3 a 81,48 ± 0,4 gL-1), o teor de álcool e a concentração de etanol aumentaram (37,1% para 776 

43,1%) e ( 292,80 ± 0,9 a 340,04 ± 1,1 gL-1). Além disso, houve redução no teor de acidez total, 777 

ésteres totais e carbamato de etila devido ao tratamento com o extrato bruto ativo. As cachaças 778 

produzidas estão em conformidade com a legislação brasileira, destacando a redução da acidez 779 

total, ésteres e carbamato de etila devido ao tratamento enzimático. O pré-tratamento com o 780 

extrato obtido de Streptomyces sp. I7 melhorou o rendimento da fermentação alcoólica na 781 

produção de cachaça e pode ser utilizado em outros processos de fermentação visando a 782 

produção de bioetanol. 783 

Palavras-chave: Celulases, xilanases, hidrólise enzimática, pré tratamento, fermentação 784 

etanólica e biocombustíveis. 785 

1. Introdução 786 

O processo de fermentação da cana no Brasil gera dois produtos de grande importância 787 

econômica: cachaça e bioetanol. A cachaça é a denominação típica e exclusiva dos destilados 788 
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produzidos no Brasil, que pode atingir 38 a 48% em teor alcoólico a 20 °C. É obtida pela 789 

destilação do mosto fermentado do caldo de cana e possui características sensoriais distintas 790 

(BRASIL, 2005). Quimicamente a cachaça é uma matriz etanol/água, contendo uma grande 791 

diversidade de compostos, como álcoois superiores, ésteres etílicos, aldeídos, cetonas e ácidos 792 

orgânicos, os quais são responsáveis por seu sabor e aroma distintos (AMORIM; SCHWAN; 793 

DUARTE, 2016). A composição final da cachaça é diretamente influenciada pelas etapas 794 

preparação do mosto, fermentação, destilação e envelhecimento. O conjunto dessas etapas 795 

promovem mudanças sensoriais relacionada aos atributos de qualidade (GRANATO et al., 796 

2014).  797 

Os compostos presentes em menores concentrações são denominados como secundários 798 

ou congêneres. Esses componentes são especialmente importantes porque contribuem para as 799 

características sensoriais químicas da bebida. Alguns congêneres, quando em altas 800 

concentrações, apresentam risco de toxicidade como por exemplo: o metanol, o acetato de etila 801 

Os teores limite para a presença desses compostos em cachaças são estabelecidos pelas 802 

Instruções Normativas do Ministério da Agricultura e Pecuária nº 13/2005 2005 (BRASIL, 803 

2005) e nº 28/2014 (BRASIL, 2014).  804 

Vários fatores podem contribuir para a produção de congêneres, dentre estes fatores 805 

destacam-se as condições do processo de fermentação, a espécie de levedura utilizada ou as 806 

condições de destilação (DE SOUZA et al., 2012; PORTUGAL et al., 2017; VIDAL et al., 807 

2013a). A produção de congêneres pode ser reduzida através de pré-tratamento do caldo de 808 

cana, visando  redução das impurezas que atuam como precursores na formação dos compostos 809 

secundários, que podem depreciar a composição e a qualidade do destilado (RIBEIRO et al., 810 

2017). 811 

Diferentes métodos de pré-tratamento em processos fermentativos para a produção de 812 

etanol tem sido empregados visando o aumento da produtividade, a otimização de outras 813 
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variáveis e até o número de procedimentos necessários (JAGTAP et al., 2019). Nesse contexto, 814 

a aplicação de enzimas na degradação de materiais lignocelulósicos e resíduos agrícolas tem 815 

sido utilizada para a produção de etanol de segunda geração, melhorando o rendimento dos 816 

processos fermentativos (COUTURIER et al., 2016; GUPTA et al., 2016). O uso de enzimas 817 

pode favorecer o aumento do rendimento no processo de produção da cachaça, através da maior 818 

oferta de açúcares fermentescíveis, diminuição da formação de compostos secundários e alterar 819 

características sensoriais, podendo agregar valor de mercado ao produto. 820 

As bactérias do gênero Streptomyces demonstram capacidade de produção de diversas 821 

enzimas, em diferentes meios e condições de cultivo (LAW et al., 2019). Alguns autores 822 

demonstraram a capacidade de Streptomyces sp. de produzir xilanases e celulases, enzimas 823 

amplamente utilizadas pelas indústrias alimentícia, farmacêutica e cosmética (BRITO-CUNHA 824 

et al., 2013; BRITO-CUNHA et al., 2015; GAMA et al., 2019). 825 

Diferentes metodologias são utilizadas para análise de amostras complexas como os 826 

alimentos. A ressonância magnética nuclear (RMN) de H1 permite detectar e quantificar muitos 827 

compostos, incluindo moléculas em baixas concentrações (compostos secundários). A RMN é 828 

utilizada para  avaliar alterações durante o metabolismo, possíveis adulterações, contaminações 829 

e indicação geográfica em vinhos, cervejas e destilados (GIL; DUARTE, 2008; SERAFIM; 830 

LANÇAS, 2019). Porém, não foram encontradas na literatura a utilização desta técnica para a 831 

determinação do perfil químico de cachaças. 832 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a produção de celulases e xilanases por 833 

Streptomyces sp. I7 e os efeitos do pré-tratamento com extrato enzimático sobre à fermentação, 834 

produção de etanol e perfil químico da cachaça produzida utilizando a ressonância magnética 835 

nuclear. 836 
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2. Material e metodo 837 

2.1 Microrganismos 838 

Uma cepa de Streptomyces denominada isolado sete (I7) foi usada para produzir os 839 

extratos enzimáticos conforme BRITO-CUNHA et al. (2013). Leveduras de Saccharomyces 840 

cerevisiae (Fleischman, Pederneiras SP, Brasil) foram adquiridas localmente para a 841 

fermentação alcoólica. 842 

2.2 Fermentação semissólida e obtenção dos extratos enzimáticos 843 

Uma suspensão de esporos de Streptomyces sp. I7 (106 aproximadamente) foi inoculada 844 

em Erlenmeyers contendo 15 mL de meio mínimo pré-autoclavado (Na2HPO4 - 7.0 gL- 1; 845 

K2HPO4 - 3.0 gL- 1 NaCl - 0.5 gL- 1; NH4Cl - 1.0 gL- 1) e 5 g de substrato de farelo de trigo. 846 

No final de um período de incubação de 5 dias a 37 ± 1 °C, foram adicionados 50 mL de água 847 

e 50 mL de Tween-80 (0,1 g.100 g-1), centrifugados a 7500 RPM por 15 min a 4 ± 1 °C e o 848 

sobrenadante armazenado congelado (-20 ± 1 °C), em tubos falcon, até a realização dos ensaios.  849 

2.2 Caldo de cana 850 

O caldo de cana foi obtido pela moagem da cana (Saccharum officinarum Linn.), sem a 851 

etapa de filtração, em julho de 2018, em um mercado local em Goiânia, Goiás. O caldo foi 852 

armazenado em garrafas plásticas (PET) com tampa e transportado sob refrigeração (6 ± 1 °C) 853 

para o Laboratório de Bioquímica e Engenharia Genética da Universidade Federal de Goiás, 854 

onde as fermentações foram promovidas. 855 

2.3 Atividade enzimática 856 

A atividade da carboximetilcelulase (CMCase-endoglucanase) foi avaliada através da 857 

incubação de 50 μl do extrato bruto com 50 μl de carboximetilcelulose (CMC) diluída em 858 

tampão de citrato de sódio a 1% (pH 4,8) por 60 minutos a 50 °C em um termociclador ( Bio - 859 

Rad, Berkeley, Califórnia, EUA, termociclador T100) (HANSEN et al., 2015). A atividade da 860 
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xilanase foi avaliada incubando 10 μl do extrato bruto com 90 μl de xilana Beechwood (Sigma 861 

Chemical Co., St. Louis, MO) diluído em tampão de citrato de sódio a 1% (pH 4,8) a 50 °C por 862 

um período de 5 min. As reações acima foram fervidas com 100 μl de ácido 3,5-dinitrosalicílico 863 

(DNS) para medir a quantidade de açúcares redutores liberados (RAMADA., 2010). Uma curva 864 

padrão para xilose foi preparada em concentrações de 0,3 a 4,2 mg. mL-1. Uma unidade de 865 

atividade (UI) correspondia a 1 μM de glicose (CMCase) ou xilana (xilanase) liberada por 866 

minuto. 867 

2.4 Pré tratamento do caldo de cana, fermentação alcoólica e destilação  868 

O teor de sólidos solúveis foi determinado de acordo com a AOAC (2012) utilizando 869 

um refratômetro de bancada (Nova Instruments, Nova WYA-2S, Brasil) e os resultados 870 

expressos em ° BRIX. O caldo de cana foi diluído com água destilada para atingir 16 ° Brix. 871 

Foram realizadas três repetições de dois tratamentos, o primeiro considerado como controle, no 872 

qual o extrato enzimático bruto foi submetido à desnaturação enzimática por ebulição em água 873 

a 100 ± 1 °C por 10 minutos. O outro tratamento utilizou o extrato enzimático bruto com as 874 

enzimas ativas (sem desnaturação) na proporção de 1: 1000 (v / v). Os caldos de cana de açúcar 875 

+ extrato (desnaturados no controle ou não) foram então incubados a 50 ± 1 °C em um agitador 876 

a 80 RPM por duas horas, após o resfriamento do caldo em temperatura ambiente até atingir 30 877 

°C ± 1 °C, foi inoculada a levedura. Foram adicionados, em Erlenmeyers de 2 litros, um litro 878 

de suco de cana e 10 g de levedura comercial da espécie Saccharomyces cerevisiae 879 

(aproximadamente 1014 UFC.mL-1) e incubados em um agitador com temperatura controlada a 880 

30 ± 1 °C e agitação a 80 rpm por 48 horas. Alíquotas foram coletadas após 0, 2, 8, 16, 24, 32, 881 

40 e 48 horas. Foram realizadas três repetições para cada tratamento. Após a fermentação, o 882 

mosto fermentado de cana foi destilado em frascos de fundo redondo com capacidade de 1 L, 883 

colocados em mantas aquecedoras e acoplados a uma coluna Vigreux de 60 cm e condensador 884 

de 50 cm. A temperatura para destilação foi mantida entre 90 e 92 ± 1 °C e o destilado foi 885 
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separado em três frações. As frações de cabeça, coração e cauda foram separadas por graduação 886 

alcoólica. A bebida final, fração coração, foi armazenada em frascos de vidro, com tampa e 887 

mantidas a temperatura ambiente para análise. 888 

2.5 Avaliação do processo fermentativo 889 

O pH e o teor de sólidos solúveis (TSS) foram determinados após 0, 2, 8, 16, 24, 32, 40 890 

e 48 horas, e o total de açúcares e compostos fenólicos após 0, 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas. O 891 

pH foi medido utilizando um potenciômetro (Tecnal, TEC-51, Piracicaba, Brasil), com o 892 

eletrodo inserido diretamente na amostra, e o conteúdo total de sólidos solúveis (Brix), 893 

utilizando um refratômetro digital (Nova Instruments, Nova WYA-2S, Brasil), conforme 894 

recomendado pela AOAC (2012). O método fenol-sulfúrico foi utilizado para determinar o teor 895 

total de açúcar, de acordo com DUBOIS et al. (1956) Os compostos fenólicos totais foram 896 

determinados pelo método de FOLIN , CIOCALTEU (1927) e SOUSA et al. (2007).  897 

2.6 Análise de açúcares residuais, ácidos e etanol por HPLC 898 

Os cromatogramas da fração coração das cachaças produzidas com e sem tratamento 899 

enzimático do caldo de cana foram analisados por cromatografia líquida de alta eficiência 900 

(Shimadzu, Shimadzu LC-20, Japão), sendo o cromatógrafo equipado com um detector de 901 

índice de refração (RID) para a determinação dos açúcares e álcoois e um detector ultravioleta 902 

visível (UV-Vis) com a leitura a 210 nm. Uma coluna de Supelcogel Ca, operada a 80 °C com 903 

água deionizada (0,5 mL / min) foi usada para a separação. 904 

2.7 Determinação da concentração de etanol e caracterização química da cachaça por 905 

Ressonância Magnética Nuclear H1  906 

Todas as análises de RMN foram realizadas a 20 °C usando um espectrômetro Bruker 907 

Avance III 500 operando a 11,75 T, observando H1 a 500,13 MHz. O espectrômetro foi 908 

equipado com uma sonda TBI de quatro canais de detecção inversa de 5 mm (H1, H2, C13 e 909 

núcleo X), e o shimming e o pulso foram ajustados automaticamente. Para cada análise, 100 μL 910 
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da amostra de cachaça foram dissolvidos em 400 μL de óxido de deutério (D2O) e 0,1% (m / v) 911 

de sal de sódio do ácido 2,2,3,3-d4-3- (trimetilsilil) propiônico (TMSP-d4) usado como padrão 912 

interno. 913 

Os espectros utilizados para determinar o teor de álcool e congêneres nas cachaças 914 

foram adquiridos usando uma única sequência de pulso de excitação (zg Bruker), com 128 915 

varreduras, um tempo de aquisição de 3,3 s, pontos de domínio de tempo de 64 k distribuídos 916 

em uma largura espectral de 20 ppm , atraso de reciclagem de 20 s e ganho de 203. Os espectros 917 

foram processados aplicando uma função exponencial sobre o FID por um fator de ampliação 918 

de linha de 0,3 Hz. Os componentes foram quantificados pelo método de referência eletrônico 919 

ERETIC2, utilizando uma amostra padrão de sacarose Bruker de 2,0 mmolar de sacarose (aq). 920 

Os perfis químicos das cachaças foram caracterizados por experimentos de RMN de 1H usando 921 

a sequência de pulsos Bruker noesygppr1d para suprimir os sinais de hidrogênio etanol (δ 1,20; 922 

3,65) e água (δ 4,80). Estes compostos foram observados com teores muito superiores aos 923 

demais componentes, comprometendo a observação dos sinais dos compostos minoritários. 924 

 Foram adquiridos 256 espectros com um tempo de aquisição de 3,3 s, pontos no 925 

domínio do tempo de 64 k distribuídos em uma largura espectral de 20 ppm, atraso de 926 

reciclagem de 20 s, tempo de mistura igual a 150 milissegundos e ganho do receptor de 203. 927 

Os espectros foram processados aplicando uma função exponencial sobre o FID por um fator 928 

de ampliação de linha de 0,3 Hz. 929 

2.8 Análises estatísticas 930 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) de três repetições. 931 

Diferenças significativas entre as médias dos parâmetros foram calculadas pela análise de 932 

variância (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni com nível de significância p <0,05 pelo 933 

software Graph pad prism 5®. 934 
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3. Resulados e discussão 935 

3.1 Ensaios enzimáticos 936 

A atividade de CMCase detectada foi de 35.47 ± 1.22 IU·mL-1 e de xilanase 9.18 ± 0.28 937 

IU·mL-1 (Fig. 1). Ao utilizar Streptomyces thermoalkaliphilus WU et al. (2018) determinou a 938 

atividade de endoglicanase de 19.5 ± 1.5 IU·mL-1. Valores bem menores foram determinados 939 

por MEDOUNI-HAROUNE et al. (2017), após 7 dias de fermentação usando Streptomyces 940 

S1M3 (atividade máxima de celulase 1.44 IU·mL-1 e xilanase 11.2 ± 0.12 IU·mL-1) Estes 941 

resultados indicam a viabilidade da produção de enzimas lignolíticas através da fermentação 942 

semissólida por Streptomyces sp. I7.  943 
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Figura 1. Atividades enzimáticas de CMCase e Xilanase nos extratos obtidos de Streptomyces sp. I7 utilizando 945 
farelo de trigo como substrato, após cinco dias de incubação a 30 °C. 946 
 947 

3.2 Avaliação do processo fermentativo 948 

O valor do pH do meio de cultura foi acompanhado por até 48 de incubação. Um dos 949 

processos de incubação continha o extrato com enzimas ativas, enquanto no outro foi 950 

adicionando o mesmo volume de do extrato enzimas inativadas pelo calor (pré-tratamento a 951 

100 °C). Em ambos os processos fermentativos a redução do pH foi mais acentuada após 8 952 
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horas (Figura 2A) porém, houve diferença estatística nos tempos de 16 e 24 horas. Essa 953 

diferença entre os tratamentos pode ser justificada pela ação enzimática gerando produtos 954 

diferentes e a liberação de ácidos orgânicos provenientes da degradação do polissacarídeos 955 

ligados à parede celular (KHOSRAVI; RAZAVI, 2020). Também foi verificado aumento do 956 

pH no tratamento de controle após 40 e 48 horas de tempo de fermentação (Figura 2A).  957 
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Figura 2. Variação no pH (a) e no teor de sólidos solúveis (b) durante 48 horas de fermentação alcóolica do caldo 959 
de cana tratado com extrato enzimático bruto de Streptomyces sp. I7. * representa diferenças estatísticas (p <0,05) 960 
entre os tratamentos. 961 
 962 

O pH das fermentações industriais está na faixa de 4,5 a 5,5, visando reduzir a carga 963 

microbiológica de microrganismos contaminantes, durante o estágio final da fermentação o pH 964 

se aproxima de 3,5. A redução do pH é característica dos processos fermentativos, uma vez que 965 

há um aumento na concentração de dióxido de carbono (CO2) e na produção de ácidos orgânicos 966 

como ácido láctico, ácido etanoico e ácido succínico (AQUARONE et al., 2001; RESENDE 967 

OLIVEIRA et al., 2018). 968 

Em relação ao TSS, não houve variação durante as duas primeiras horas de fermentação. 969 

Entretanto, entre os tratamentos, foram encontradas diferenças estatisticamente significativas 970 

após 8, 16 e 24 horas. Além disso, foram encontrados valores menores no conteúdo de sólidos 971 
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solúveis no tratamento enzimático após 32, 40 e 48 horas em comparação com os valores 972 

encontrados para o tratamento não enzimático, embora a diferença não tenha sido significativa 973 

(Figura 2B). A manutenção do pH e do conteúdo do TSS nas duas primeiras horas de 974 

fermentação é justificada por as leveduras estarem na fase lag ou adaptação que começa após a 975 

inoculação. Durante este período ocorrem ajustes nas condições físicas de cultivo e na 976 

disponibilidade de nutrientes. À medida que a levedura se adapta ao meio, ela pode sintetizar 977 

enzimas e só então começar a metabolizar os nutrientes do meio e multiplicar-se (ROLFE et 978 

al., 2012). 979 

A redução do conteúdo de TSS durante a fermentação é um comportamento esperado e 980 

comportamentos inesperados podem sugerir a má condução do processo, como o controle de 981 

temperatura inadequado ou contaminação por outros microrganismos (SANTOS, 2010). De 982 

acordo com LU et al. (2018) a redução do TSS está relacionada ao crescimento celular e ao 983 

consumo de açúcar pela levedura para conversão em etanol. 984 

Os açúcares totais apresentaram uma redução de 74% (339,06 ± 1,70 para 85,06 ± 4,54 985 

mg.mL-1), nas primeiras oito horas de fermentação no tratamento enzimático comparado com 986 

uma redução de 310.37 ± 1.59 para 36.50 ± 1.95 mg.mL-1 no tratamento controle (88%). O 987 

tratamento contendo enzimas ativas deve ter atuado sobre polissacarídeos presentes no caldo 988 

de cana, resultando numa maior quantidade de açúcares redutores, levando a uma maior 989 

quantidade nas primeiras horas de fermentação. Comparando-se os tratamentos, observou-se 990 

diferença estatisticamente significativa após 0, 8 e 24 horas de fermentação (p <0,05) (Figura 991 

3a).  992 
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Figura 3. Concentração de açúcares totais (mg. mL-1) (a) e Concentração de compostos fenólicos totais (b). (μg. 994 
mL-1) durante 48 horas de fermentação alcóolica do caldo de cana tratado com extrato enzimático bruto de 995 
Streptomyces sp. I7 * representa diferenças estatísticas (p <0,05). 996 
 997 

O caldo de cana contém de 0,85 a 1,45% de sólidos solúveis na forma de açúcares não 998 

redutor, proteínas, polissacarídeos e ceras (CHEN; CHOU, 1993). O caldo de cana contém de 999 

3 a 5% de sólidos solúveis na forma de corantes, precursores de cores. Possui ainda cerca de 1000 

0,85-1,45% de sólidos solúveis na forma de açúcares, proteínas, polissacarídeos e ceras. Os 1001 

Polissacarídeos presentes no caldo de cana podem ser  nativos da planta de cana-de-açúcar (por 1002 

exemplo, hemicelulose) ou podem ser produzidos por ação bacteriana ou nas etapas de 1003 

processamento (dextrana) Este produtos alteram a viscosidade do caldo de cana e reduzem a 1004 

produtividade nas usinas (CUDDIHY; PORRO; RAUH, 2001; GODSHALL; 1005 

VERCELLOTTI; TRICHE, 2002; IMRIE; TILBURY, 1972). 1006 

O caldo de cana-de-açúcar contém compostos fenólicos que são pigmentos vegetais de 1007 

baixo peso molecular que podem estar ligados a polissacarídeos (GODSHALL, 1999). Os 1008 

compostos fenólicos totais também apresentaram diferenças estatísticas entre os tratamentos 1009 

após 0, 8 e 24 horas (Figura 3B). As cachaças apresentaram grande variação no perfil dos 1010 

compostos fenólicos e, consequentemente, atividades antioxidantes muito diferentes, de acordo 1011 
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com os compostos presentes e sua capacidade de complexidade metálica, principalmente com 1012 

cobre (BETTIN et al., 2002).  1013 

Compostos fenólicos são metabólitos vegetais secundários que podem formar 1014 

complexos com componentes da parede celular, proteínas, polissacarídeos, de fibras ou lipídios. 1015 

Os compostos fenólicos insolúveis geralmente não são extraídos com solventes utilizados na 1016 

preparação de extratos para quantificação dos compostos fenólicos, nem quantificados na 1017 

análise quantitativa dos fenólicos, uma vez que permanecem retidos na matriz alimentar 1018 

(CHENG et al., 2014; JAKOBEK, 2015; PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-1019 

CALIXTO, 2013). Ao utilizar somente solventes para a extração de compostos fenólicos, 1020 

DOMINGUEZ-RODRIGUEZ; MARINA , PLAZA (2017) verificou que os compostos 1021 

fenólicos ligados à macromoléculas da parede celular permaneceram nos resíduos. Assim, 1022 

pode-se inferir que o aumento da concentração de açúcares totais e compostos fenólicos no 1023 

caldo de cana tratado enzimático, ocorreu devido à hidrólise de polissacarídeos e consequente 1024 

liberação dos compostos fenólicos. 1025 

3.3 Perfil de açúcares residuais, ácidos orgânicos e etanol por HPLC 1026 

A Tabela 1 apresenta os açúcares residuais, ácidos orgânicos e álcoois detectados e 1027 

quantificados na cachaça produzida. 1028 

 1029 

 1030 

 1031 

 1032 

 1033 

 1034 

 1035 
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Tabela 1. Perfil químico da fração coração das cachaças produzidas com e sem tratamento 1036 

enzimático com extrato bruto de Streptomyces sp. I7 após 48 horas de fermentação com 1037 

Saccharomyces cerevisae obtidos por cromatografia líquida de alta performance e ressonância 1038 

magnética nuclear de H1. 1039 

Componentes Cachaça com tratamento 

enzimático 

Cachaça sem tratamento 

enzimático 

Sacarose 1.96 ± 0.8 2.76 ± 0.3 

Glicose 17.46 ± 0.2 61.61 ± 0.2 

Frutose 81.48 ± 0.4 423.69 ± 1.3 

Ácido lático 0.72 ± 1.2 0.44 ± 1.18 

Ácido propiônico 0.10 ± 0.1 0.12 ± 1.78 

Glicerol 42.75 ± 2.5 46.50 ± 3.45 

Etanol 339.72 ± 1.1 289.23 ± 1.8 

Teor alcóolico (%) * 43.1% 37.1% 

Etanol (g.L-1) * 340.04 ± 1.1 292.80 ± 0.9 

Concentração em g.L-1. * resultados obtidos por ressonância magnética nuclear H1 Demais 1040 

resultados obtidos utilizando cromatografia líquida de alta eficiência.  1041 

 1042 

Em relação aos açúcares residuais detectados, verificou-se redução de sacarose, glicose 1043 

e frutose com a utilização do pré-tratamento enzimático. Valores de açúcares residuais 1044 

detectados neste trabalho são bem menores do que os detectados por VIDAL et al. (2013b) ao 1045 

avaliar o impacto da suplementação de nitrogênio em meios fermentativos. A redução desses 1046 

três açúcares residuais deve-se, possivelmente, ao maior consumo destes e corrobora a maior 1047 

concentração de etanol quando comparados os tratamentos.  1048 

Quanto à quantificação dos ácidos orgânicos, não houve diferença entre os valores para 1049 

o ácido propiônico. Em relação ao ácido láctico, estes foram maiores no tratamento enzimático. 1050 

Propionato é produzido a partir da redução de piruvato com lactato como produto intermediário: 1051 

o primeiro lactato é produzido a partir da redução de piruvato por catálise com lactato 1052 
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desidrogenase; em seguida, o lactato é reduzido a propionato por propionato desidrogenase 1053 

(LEE; SALERNO; RITTMANN, 2008). FENG et al. (2014) demonstraram a relação entre o 1054 

potencial de oxidação do meio e a produção de propionato. Esta razão pode ser alterada pelo 1055 

número de compostos fenólicos presentes no meio no tratamento com atividade enzimática. Em 1056 

relação à produção de ácido láctico, isso pode ser influenciado pelo tipo de substrato utilizado, 1057 

pelas condições de pré-tratamento, pH, temperatura, etc.(ZHOU et al., 2018).  1058 

Comparando-se a concentração de etanol entre os tratamentos, foi produzido mais etanol 1059 

no processo fermentativo com o tratamento enzimático. Esse fato foi verificado tanto pela 1060 

análise cromatográfica quanto pelas análises da RMN. Comparando-se a concentração de etanol 1061 

entre os tratamentos, foi produzido mais etanol no processo fermentativo com o tratamento 1062 

enzimático. Esse fato foi verificado tanto pela análise cromatográfica quanto pelas análises por 1063 

RMN.  1064 

Outro possível mecanismo que justificaria a maior produção de etanol no processo 1065 

fermentativo com o tratamento enzimático, poderia ser a redução de espécies reativas de 1066 

oxigênio que ao reagirem com os compostos fenólicos liberados, reduziriam o estresse 1067 

oxidativo (CHEYNIER et al., 2002).  1068 

A presença de compostos fenólicos e nitrogenados favoreceu a produção de etanol e a 1069 

fermentação de xilose XUE et al. (2018). Já o trabalho de NGAMSIRISOMSAKUL et al. 1070 

(2019) verificou o aumento de 7,1 vezes na produção de etanol por Chlorella sp. através do 1071 

tratamento hidrotérmico associado a ação de enzimas amilolíticas.  1072 

O Glicerol é o segundo álcool mais abundante produzido pelas leveduras durante a 1073 

fermentação de açúcar, uma vez que mantém a osmoregulação e o equilíbrio redox, sendo ainda 1074 

responsável pelo sabor adocicado e viscosidade em vinhos mas também foram identificados em 1075 

cachaças (GARCIA et al., 2015; HATZAKIS; ARCHAVLIS; DAIS, 2007; HO et al., 2018). A 1076 

principal razão pela qual as leveduras sintetizam e acumulam glicerol intracelularmente é 1077 
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devido às suas propriedades protetoras contra o estresse, particularmente o estresse hiper 1078 

osmótico e térmico. Além disso, a formação dependente de elétrons de glicerol a partir do 1079 

intermediário metabólico central dihidroxiacetona fosfato (DHAP) também pode servir como 1080 

um coletor redox favorecendo a reoxidação do NAD + citosólico. O metabolismo de síntese e 1081 

as funções do glicerol foram descritos para S. Cerevisiae (HOHMANN, 2015; STRUCKO et 1082 

al., 2018). Uma produção maior de glicerol durante a fermentação alcoólica é observada quando 1083 

reoxidação do NADH em NAD+  é diminuída, quando por exemplo, o acetaldeído se encontra 1084 

ligado ao bissulfito, de modo que ele não pode mais servir como aceptor de  elétrons para 1085 

NADH citosólico (NEUBERG, 1918). Tal fato pode ter contribuído para uma maior produção 1086 

de glicerol no tratamento controle e consequentemente menor rendimento na produção de 1087 

etanol.  1088 

3.4 Perfil químico do destilado por RMN 1089 

No comparativo entre os espectros de RMN de 1H das amostras de cachaça com o 1090 

tratamento enzimático e sem tratamento nota-se a presença de região espectral entre δ 2,0-0,8, 1091 

caracterizada pela presença dos sinais dos hidrogênios de álcoois alifáticos (Figura 4). Em δ 1092 

0,89, foi identificado um tripleto que foi atribuído aos hidrogênios metílicos (-CH3) do 1-1093 

propanol. Seu isômero, 2-propanol (álcool isopropílico) foi identificado pelo dupleto em δ 1,15, 1094 

sinal referente aos hidrogênios metílicos, quimicamente equivalentes. Em δ 1,07, o tripleto 1095 

intenso foi caracterizado como referente aos hidrogênios metílicos do etanol. Os isômeros 1 e 1096 

2-butanol foram caracterizados pelos complexos padrões de sinais entre δ 1,70-1,20, 1097 

decorrentes dos hidrogênios diastereotópicos e enantiotópicos. O 1-pentanol (álcool amílico), 1098 

foi caracterizado por três conjuntos de sinais em δ 1,56; 1,33; 0,90. Os demais sinais dos álcoois 1099 

foram atribuídos na faixa espectral entre δ 4,0-3,4, característica de hidrogênios de carbonos 1100 

ligados diretamente a átomos altamente eletronegativos (ex: HC-OH). 1101 
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 1102 

Figura 4. Comparação entre as frações coração dos destilados obtidos por processos com e sem ação enzimática. 1103 
 1104 

Nos espectros de RMN de 1H, também foram identificados sinais de ácidos orgânicos, 1105 

como o acético e lático, atribuídos em δ 1,92 e 4,4, respectivamente. A propanona (acetona) foi 1106 

caracterizada por um simpleto em δ 2,23, próximo ao simpleto do acetato de etila, em δ 2,04. 1107 

Outro éster identificado foi o carbamato de etila (uretano) por um tripleto próximo a δ 1,3 e um 1108 

quarteto em δ 3,9. O acetaldeído (etanal) foi caracterizado por um dupleto em δ 2,20 e por um 1109 

quarteto em δ 9,70. A glicose foi atribuída por dois dupletos com baixas intensidade em δ 5,21 1110 

e 4,6. Na região de alta desblindagem, o sistema de spins dos hidrogênios aromáticos da 1111 

fenilalanina foi atribuído por um dupleto em δ 7,3 e dois tripletos em 7,36 e δ 7,42.  1112 

A quantificação dos compostos presentes e os valores máximos permitidos estão presentes na 1113 

tabela 2.  1114 

Tabela 2. Quantificação dos congêneres encontrados nas cachaças produzidas com o 1115 

tratamento enzimático e o controle utilizando o método ERETIC 1116 
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Componentes Cachaça com tratamento 

enzimático 

Cachaça Controle Valores 

máximos 

8 

Acidez 1 23,1 ± 1,3 91,1 ± 1,1 150 

Ésteres totais 2 12,2 ± 0,3 28,6 ± 0,4 200 

Aldeídos totais 3 6,0 ± 0,8 4,12 ± 0,3 30 

Furfural e 

hidroximetilfurfural 4 

Traços (não 

quantificável) 

Traços (não 

quantificável) 

5 

Metanol 5 6,9 ± 0,2 1,1 ± 0,1 20 

Carbamato de etila 6 4,0 ± 0,2 7,8 ± 0,3 150 

Acroleína 7 Traços (não 

quantificável) 

Traços (não 

quantificável) 

360 

1: Acidez volátil expressa em ácido etanóico, em mg·100 mL-1 de álcool anidro. 2: Ésteres totais expressos como 1117 
acetato de etila, em mg.100 mL-1 de álcool anidro. 3: Aldeídos totais como acetaldeído, em mg.100 mL-1 de álcool 1118 
anidro. em mg.100 mL-1 de álcool anidro. 5: Metanol não mais do que 20,0 mg.100 mL-1 de álcool anidro. 6: 1119 
Carbamato de etila não superior a 150μg.L-1.7: Acroleína (2-propenal) não superior a 5 mg.100 mL-1 de álcool 1120 
anidro. 8: Valores máximos em mg.100 mL-1 conforme determinado pela INSTRUÇÃO NORMATIVA nº 13, de 1121 
29 de junho de 2005. 1122 
 1123 

Neste estudo observou-se redução de 74% na acidez através do tratamento enzimático 1124 

em relação ao controle. Algumas espécies de S. cerevisae podem reduzir a acidez volátil quando 1125 

o teor de álcool é superior a 11% (v/v) (TESFAW; ASSEFA, 2014). A Acidez elevada é uma 1126 

das principais causas da rejeição sensorial da cachaça pelos consumidores (ODELLO et al., 1127 

2009). Assim, pode-se inferir que a cachaça tratada com enzima poderia seria melhor aceita 1128 

sensorialmente. 1129 

O ácido etanóico também foi detectado, juntamente com outros ácidos orgânicos 1130 

voláteis, como ácido láctico e ácido propiônico, que contribuem para o aroma das bebidas 1131 

destiladas, uma vez que são fixadores de vários compostos aromáticos, e dão corpo às bebidas 1132 
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destiladas (LÉAUTÉ, 1990). O ácido etanóico foi determinado conforme mostrado na tabela 1. 1133 

A cachaça tratada com enzima apresentou maior acidez volátil (2,22) do que o controle (0,763). 1134 

Essa diferença pode estar relacionada à produção de outros compostos orgânicos voláteis não 1135 

identificados nas análises realizadas. A acetona também foi encontrada tanto nas amostras de 1136 

cachaça tratada com enzimas quanto no controle. 1137 

Com relação aos ésteres, foi demonstrado que o tratamento enzimático favoreceu a 1138 

redução dos ésteres presentes na cachaça. Ésteres geralmente adicionam um aroma fresco e 1139 

frutado às bebidas, mas em quantidades excessivas, eles também podem levar a sabores 1140 

indesejáveis (LIU; HOLLAND; CROW, 2004). Um perfil de ésteres bem equilibrado é, 1141 

portanto, fundamental para os produtos fermentados, para produzir um sabor agradável. Os 1142 

principais contribuintes para o sabor de um produto são os ésteres de acetato, incluindo acetato 1143 

de etila (aroma doce), acetato isoamílico (banana) e acetato de feniletila (aroma floral) 1144 

(DZIALO et al., 2017; VERSTREPEN et al., 2003). 1145 

O aldeído acético foi identificado e quantificado em ambos os tratamentos, sendo 1146 

encontrado em maior concentração na cachaça tratada com enzima. No entanto, ambas as 1147 

cachaças apresentaram valores para aldeídos abaixo do valor máximo determinado pela 1148 

INSTRUÇÃO NORMATIVA nº 13, de junho de 2005 (Tabela 2). Acetaldeído e outros aldeídos 1149 

(fórmico, butírico, isobutírico, valérico e capróico) foram encontrados em várias bebidas 1150 

destiladas, geralmente presentes nas frações mais voláteis, sendo o acetaldeído geralmente 1151 

predominante. Acetaldeído tem um odor pungente que aumenta o sabor pungente das bebidas 1152 

(NYKÄNEN; NYKÄNEN, 1991). Em geral, aldeídos com cadeias contendo menos de 8 1153 

átomos de carbono têm odores penetrantes, geralmente desagradáveis, que são considerados 1154 

indesejáveis. Por outro lado, aldeídos de cadeia longa são caracterizados por aromas agradáveis 1155 

(ALCARDE; SOUZA; BELLUCO, 2011; LÓPEZ-VÁZQUEZ et al., 2012). O acetaldeído é 1156 

formado durante a fermentação pela redução do etanol e seus teores elevados têm efeitos tóxicos 1157 
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associados a sintomas como náusea, sudorese, pulsação rápida, dores de cabeça e vômitos. 1158 

Também é conhecido como um composto cancerígeno (PFLAUM et al., 2016). 1159 

Furfural e hidroximetilfural são aldeídos aromáticos resultantes da decomposição 1160 

química dos carboidratos, que podem resultar da pirólise da folhagem durante a colheita, o que 1161 

leva à desidratação parcial de uma pequena fração dos açúcares presentes. A desidratação 1162 

parcial das pentoses leva à formação de furfural (2-furfuraldeído) e à desidratação de hexoses 1163 

para hidroximetilfurfural (5-hidroximetil-2-furfuraldeído) (CHI et al., 2009). No presente 1164 

estudo, não foram detectados sinais de furfural ou hidroximetilfurfural nas condições analíticas 1165 

utilizadas das amostras. Furfural é tóxico para humanos induzindo dor, dor de garganta, 1166 

diarreia, vômito e dor de cabeça (J. ROHSENOW; HOWLAND, 2010; RUSU COLDEA et al., 1167 

2011). Furfuraldeído também pode se originar durante o processo de destilação devido à 1168 

pirogenação da matéria orgânica depositada na parte inferior dos barris. Em cachaças 1169 

envelhecidas, o furfural pode vir da reação entre ácidos e seus polímeros originários da madeira 1170 

utilizada na construção dos barris (hemiceluloses) (CRUZ; CANAS; BELCHIOR, 2012; 1171 

YOKOYA, 1995).  1172 

Além do etanol, as leveduras podem produzir outros álcoois conhecidos como álcoois 1173 

superiores, como, por exemplo: propanol, butanol, isobutanol e álcool amílico. A presença 1174 

desses álcoois nas cachaças é importante para seu caráter aromático, mas quando em excesso, 1175 

aumentam a toxicidade para o consumidor (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2018; 1176 

LACHENMEIER; HAUPT; SCHULZ, 2008). Apesar de não terem sido quantificados é 1177 

possível observar na figura 4 um perfil diferente em relação a presença destes álcoois nos 1178 

tratamentos avaliados.  1179 

Verificou-se que houve um aumento de seis vezes nas concentrações de metanol nas 1180 

cachaças tratadas com enzimas quando comparadas com a cachaça de controle. Apesar do 1181 

aumento, os níveis detectados obedeceram a Instrução normativa (BRASIL, 2005) Este 1182 
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composto pode ter origem durante a fermentação devido à ação das enzimas pécticas presentes 1183 

na levedura, que atuam sobre o ácido galacturônico das partículas de bagaço de cana presentes 1184 

no meio (MOREIRA; NETTO; MARIA, 2012; TASLI et al., 2018). Estudos posteriores serão 1185 

realizados visando identificar a presença de pectinases no extrato enzimático.  1186 

A presença de metanol em níveis elevados é indesejável por causa de sua toxicidade, 1187 

que causa distúrbios visuais, anormalidades no sistema nervoso central, como confusão, coma 1188 

ou até mesmo morte. Estas partículas sólidas podem ser eliminadas por filtração, tratamentos 1189 

químicos ou térmicos visando a floculação, coagulação e sedimentação dos coloides, tais etapas 1190 

não foram realizadas neste trabalho visando a presença de bagacilho no meio (SCHWAN et al., 1191 

2001). Embora não haja relatos na literatura sobre o tratamento enzimático do caldo de cana-1192 

de-açúcar por Streptomyces sp, pode-se deduzir que o aumento do teor de metanol pode ter sido 1193 

relacionado à ação do extrato enzimático  1194 

Em relação ao carbamato de etila (CE), verificou-se redução de 48% nos níveis 1195 

comparando os tratamentos. O CE é encontrado em bebidas alcoólicas e resulta principalmente 1196 

da  reação entre etanol e compostos contendo nitrogênio, como ureia, carbamoilfosfato e cianeto 1197 

(CHEN et al., 2017). Estes precursores são comumente gerados pelo metabolismo da arginina 1198 

por Saccharomyces cerevisiae ou pela presença de outros microrganismos durante a 1199 

fermentação, como bactérias lácticas (NOBREGA et al., 2015). É um composto cancerígeno e 1200 

genotóxico para muitas espécies, incluindo ratos, hamsters, macacos e humanos (VAZQUEZ 1201 

et al., 2017). Resultados semelhantes foram encontrados por ANDRADE SOBRINHO et al. 1202 

(2009) ao avaliar a qualidade das cachaças artesanais e atribuíram a ausência de carbamato de 1203 

etila ao processo de destilação e a separação correta das frações "cabeça", "coração" e "cauda". 1204 

Não foram detectadas moléculas de acroleína, em ambos os tratamentos, pela 1205 

metodologia utilizada. A acroleína é um composto cancerígeno também conhecido como 2-1206 

propenal. Formado durante a fermentação, é derivado da desidratação do glicerol ou produzido 1207 
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devido à contaminação bacteriana. É uma substância altamente mutagênica, e a exposição à 1208 

acroleína pode estar associada à patogênese do diabetes mellitus, doenças cardiovasculares e a 1209 

indução do estresse mitocondrial/retículo endoplasmático (CHEN et al.; MOGHE et al., 2015). 1210 

Vapores de acroleína são utilizados no gás lacrimogêneo, muito irritantes para os olhos, nariz 1211 

e garganta, e podem estar associados com o aroma de pimenta (ZACARONI et al., 2011). 1212 

4. Conclusão 1213 

O processo de fermentação semissólida de farelo de trigo com o Streptomyces sp. I7 1214 

produziu um extrato bruto com atividades de celulases e xilanases. Este extrato apresenta 1215 

potencial para subsequente purificação e produção com fins comerciais destas enzimas A 1216 

aplicação destes extratos no pré-tratamento do caldo de cana promoveu o aumento dos açúcares 1217 

totais e de compostos fenólicos nos fermentados. Promoveu ainda o aumento da concentração 1218 

de etanol e do teor alcoólico. As análises por RMN das cachaças permitiram a identificação de 1219 

compostos minoritários e a redução da acidez volátil, ésteres totais e carbamato de etila e o 1220 

aumento dos aldeídos totais, gerando cachaças com diferentes perfis químicos. O pré-1221 

tratamento enzimático teve impacto positivo no perfil químico e no rendimento da produção de 1222 

etanol, apresentando potencial para sua aplicação industrial seja na produção de cachaça ou 1223 

para a indústria de bioetanol. 1224 
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Resumo 1637 

A cachaça é uma bebida fermento-destilada do caldo de cana apreciada e comercializada 1638 

mundialmente. Este trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos do uso da levedura para cerveja 1639 

Belgium Ale M27, adição de extrato enzimático produzido por Streptomyces sp I7 na 1640 

fermentação alcoólica, na produtividade de etanol e no perfil químico das cachaças produzidas. 1641 

A ação do extrato enzimático promoveu diferenças em relação ao pH, ao teor de sólidos 1642 

solúveis, ao teor de açúcares totais e compostos fenólicos. O teor alcoólico das cachaças foi de 1643 

34,2%; 39,7% e 42,1% para o tratamento controle (C, enzimas inativadas pelo calor), T1 e T2 1644 

(maior quantidade de enzimas) respectivamente. As concentrações de etanol obtidas foram 1645 

270,2 ± 1,0 g.L-1; 313,6 ± 0,9 g.L-1 e 332,6 ± 1,1 g.L-1 para o C, T1 e T2 respectivamente. Os 1646 

tratamentos enzimáticos promoveram a redução da acidez total de 37,3±1,5 mg·100 mL-1 (C) 1647 

para 25,4±1,3 mg·100 mL-1 (T1) e 22,2±1,0 mg·100 mL-1 (T2); ésteres totais de  4,40± 0,4 1648 

mg·100 mL-1 (controle) para 3,9± 0,2 mg·100 mL-1 (T1) e 3,03±0,2 mg·100 mL-1 (T2) e 1649 

metanol 2,1±0,1 mg·100 mL-1 , 0,62±0,1 mg·100 mL-1 (T1)  e 0,51±0,1 mg·100 mL-1 (T2). Não 1650 

foram detectados furfural, hidroximetilfurfural e acroleína, em nenhum dos tratamentos 1651 

estudados. As cachaças produzidas atendem à legislação brasileira e as condições de 1652 

fermentação testadas podem ser utilizado para outros processos fermentativos como por 1653 

exemplo, a produção de bioetanol. 1654 

Palavras-chave: Celulases, xilanases, pré tratamento enzimático, fermentação etanólica e 1655 

M27. 1656 

Introdução 1657 

Segundo a legislação brasileira a cachaça é definida como a bebida fermento destilada 1658 

produzida a partir do caldo de cana podendo, com teor alcoólico entre  38 a 48% a 20  °C, 1659 
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apresenta características sensoriais peculiares sendo uma bebida mundialmente comercializada 1660 

(BRASIL, 2005; PAIVA et al., 2017). Apesar da existência, em 2018, de novecentos e 1661 

cinquenta e um fabricantes registrados no Ministério da Agricultura pecuária ainda é alto índice 1662 

de informalidade dos produtores. A padronização da bebida influenciou o reposicionamento da 1663 

bebida anteriormente considerada um produto de baixo valor em um bem de grande potencial 1664 

econômico e inserção no mercado externo (BRASIL, 2019; FERNANDES BRAGA, 2015).  1665 

Do ponto de vista químico a cachaça possui dois componentes predominantes: água e 1666 

etanol. Entretanto, apresenta outros componentes secundários como álcoois superiores, ésteres 1667 

etílicos, aldeídos, cetonas e ácidos orgânicos, que são responsáveis por seu aroma  e sabor 1668 

distinto (AMORIM; SCHWAN; DUARTE, 2016). A presença de componentes secundários ou 1669 

congêneres é influenciada diretamente pelo método de produção de cachaça e pelas etapas 1670 

envolvidas no preparo do mosto, pela fermentação, destilação e o envelhecimento. A presença 1671 

destes compostos secundários pode ainda interferir nos atributos sensoriais e de qualidade 1672 

(GRANATO et al., 2014).  1673 

Entre os compostos secundários destacam-se o metanol, acetato de etila e aldeídos, os 1674 

quais estão relacionados com toxicidade quando em concentrações elevadas. Os teores 1675 

permitidos destes compostos são determinados pela Instrução Normativa do Ministério da 1676 

Agricultura e Pecuária nº 13/2005 e 28/2014 (BRASIL, 2005) e Instrução Normativa nº 28/2014 1677 

(BRASIL, 2014).  1678 

Vários métodos de pré-tratamento do caldo de cana ou da própria cana têm sido 1679 

empregados visando a redução de congêneres e contaminantes ou ainda promover a melhoria 1680 

do rendimento da fermentação alcoólica. Estes processos podem ser classificados em físicos 1681 

(moagem, irradiação, extrusão, entre outros), químicos (ácido diluído, álcalis, líquidos iônicos, 1682 

oxidantes), físico-químicos (explosão de vapor, hidrotérmica, expansão de fibras com amônia) 1683 
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e biológico (utilização de enzimas) (BRODEUR et al., 2011; SINDHU; BINOD; PANDEY, 1684 

2016).  1685 

O pré-tratamento enzimático tem sido amplamente empregado em processos 1686 

fermentativos, sobretudo para a produção de etanol de materiais lignocelulósicos. Este pré 1687 

tratamento apresenta impacto em diferentes parâmetros da fermentação, chegando a alterar a 1688 

quantidade de procedimentos necessários (ANTONOPOULOU et al., 2019). Desta forma, o 1689 

uso de enzimas poderia favorecer o aumento da produção de etanol no processo de produção 1690 

da cachaça, visto que teria uma maior oferta de açúcares para os microrganismos fermentadores, 1691 

além de promover a redução dos compostos secundários, o que poderia favorecer as 1692 

características sensoriais. 1693 

Alguns autores demostraram que a utilização de um extrato enzimático bruto (pool de 1694 

enzimas) disponibiliza um conjunto de enzimas eficientes na hidrólise de composto 1695 

lignocelulolíticos (BRITO-CUNHA et al., 2013; BRITO-CUNHA et al., 2015). Foram obtidas 1696 

múltiplas xilanases e celulases, utilizando Streptomyces thermocerradoensis I3, com atuação 1697 

em ampla faixa de pH, temperatura e termo estabilidade. Essas enzimas amplamente utilizadas 1698 

pelas indústrias de alimentos, farmacêutica e cosméticos (GAMA et al., 2020). 1699 

Outra forma de melhorar a produção ou qualidade das cachaças é a utilização de novos 1700 

microrganismos ou linhagens fermentadoras. A necessidade de produtos inovadores ocasiona a 1701 

procura de novos microrganismos e bioprocessos e consequentemente a busca por maior 1702 

eficiência e otimização dos processos. Além de promover incremento em relação ao 1703 

rendimento, o uso de novos microrganismos ou linhagens pode gerar novos perfis de sabor, 1704 

redução do teor de calorias e criar novas bebidas (CUBILLOS et al., 2019; SERAFIM; 1705 

LANÇAS, 2019).  1706 

Na produção de cachaças artesanais, ocorre um processo de fermentação natural. Nao 1707 

são adicionadas leveduras ao processo de fermentação. Alguns produtores adicionam milho, 1708 
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farinhas pré-fermentadas como inóculo de microrganismos fermentativos (MENDONÇA et al., 1709 

2016; PORTUGAL et al., 2016). Já na produção de cervejas são utilizadas diferentes espécies 1710 

e linhagens de leveduras selecionadas. As leveduras utilizadas na produção de cerveja do tipo 1711 

Ale geralmente promovem a formação de substâncias relevantes para o sabor, como ésteres, 1712 

sendo muito utilizadas para a produção de cerveja artesanal (WEBERSINKE et al., 2018).  1713 

A viabilidade do uso de leveduras isoladas em usinas de álcool foi demostrada para a 1714 

produção de cerveja por apresentarem a capacidade de produzir etanol em condições como 1715 

presença de metais, baixo pH, alta concentração de etanol (8-10%) e alta osmolaridade (> 18% 1716 

de concentração de carboidratos) (ARAUJO et al., 2018; CHRISTOFOLETI-FURLAN et al., 1717 

2020; FIGUEIREDO et al., 2017). Entretanto, não foram encontrados na literatura relatos da 1718 

utilização de microrganismos comercializados para a produção de cerveja na produção de 1719 

cachaça e seus impactos no perfil químico do destilado.  1720 

A composição do mosto e as condições de fermentação são conhecidas por afetar o 1721 

desempenho da fermentação e os perfis de sabor. As cepas de levedura para cerveja respondem 1722 

de maneira diferente às várias condições nutricionais e de fermentação, o que cria perfis de 1723 

sabor únicos no produto. Este trabalho tem como objetivo avaliar a utilização de uma levedura 1724 

selecionada para produção de cerveja tipo Belgian Ale na produção de cachaças. O estudo ainda 1725 

avaliou os efeitos da utilização de extrato enzimático bruto em relação ao processo fermentativo 1726 

do caldo de cana, à produção de etanol e na qualidade da cachaça produzida.  1727 

 1728 
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Material e métodos 1729 

Material 1730 

O extrato enzimático utilizado (atividade da CMCase de 35,47 ± 1,22 UI·mL-1 e a 1731 

atividade de xilanase de 9,18 ± 0,28 UI·mL-1) foi obtido a partir da fermentação semissólida de 1732 

farelo de trigo utilizando cepa de Streptomyces sp I7.  1733 

No processo de fermentação foram utilizadas leveduras comerciais Mangrove Jack's 1734 

Belgian Ale M27 (Imake Ltd, Auckland, New Zeland). O caldo de cana foi obtido pela moagem 1735 

da cana (Saccharum officinarum Linn.), sem a utilização de peneiras ou outros filtros, em julho 1736 

de 2018, comprada em um mercado local de Goiânia, Goiás. O Caldo foi armazenado garrafas 1737 

plásticas (PET) com tampa transportado sob refrigeração (6 ± 1 °C) para o Laboratório de 1738 

Bioquímica e Engenharia Genética da Universidade Federal de Goiás, onde as fermentações 1739 

foram conduzidas. 1740 

Pré tratamento enzimático do caldo de cana 1741 

O teor de sólidos solúveis (TSS) do caldo de cana foi ajustado para 16° Brix, com a 1742 

adição de água destilada. Após ajuste, foram inoculados os extratos enzimáticos dando origem 1743 

aos três tratamentos distintos. O primeiro considerado como o controle (C), utilizou 2mL do 1744 

extrato bruto desnaturado (extrato submetido à fervura em água a 100 °C por 10 minutos) na 1745 

proporção de 1:1000 (v/v) para o caldo de cana. O segundo tratamento (T1) utilizou 2mL do 1746 

extrato bruto com as enzimas ativas 1:1000 (v/v). No tratamento T2 foram adicionados 4 mL 1747 

do extrato bruto com as enzimas ativas 1:500 (v/v). Essa mistura foi incubada a 50 ± 1 °C em 1748 

Shaker a 80 RPM por duas horas. 1749 

Fermentação alcoólica 1750 

O caldo de cana tratado (C, T1 e T2) foi retirado do shaker e, após o resfriamento do 1751 

caldo para 30 °C, a levedura foi inoculada. As fermentações foram conduzidas em três 1752 
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repetições para cada tratamento, utilizando Biorreator encamisado SL-134 (SOLAB, 1753 

Piracicaba, Brasil) acoplado a banho refrigerado para controle de temperatura, com capacidade 1754 

de trabalho de 6 L. Em cada repetição, foi adicionado 3 litros de caldo de cana tratado e 10g de 1755 

leveduras comerciais M27 (aproximadamente 1014 UFC.mL-1). A temperatura foi controlada a 1756 

30 ± 1 °C. O processo de fermentação foi conduzido por 48 horas.  1757 

Acompanhamento do processo fermentativo  1758 

Durante a fermentação do caldo de cana, alíquotas de 2 mL foram retiradas nos tempos 1759 

0, 2, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 para avaliação do pH, do teor de sólidos solúveis (TSS), da 1760 

quantidade de açúcares totais e compostos fenólicos. O pH foi mensurado em potenciômetro, 1761 

com inserção do eletrodo diretamente na amostra e o teor de sólidos solúveis totais (oBrix) foi 1762 

determinado conforme metodologia da AOAC (2012) utilizando refratômetro de bancada 1763 

(Nova Instruments, Nova WYA-2S, Brasil). Os resultados foram expressos em ° BRIX. Para a 1764 

determinação de açúcares totais foi utilizado o método fenol-sulfúrico conforme DUBOIS et 1765 

al. (1956). O teor de compostos fenólicos totais foi determinado com o reagente de Folin-1766 

Ciocalteau, em espectrofotômetro a 740 nm segundo a metodologia de FOLIN , CIOCALTEU 1767 

(1927) e SOUSA et al. (2007). Os dados foram expressos em miliequivalente de ácido gálico 1768 

por mL de amostra. 1769 

Obtenção da cachaça - destilação 1770 

Após a fermentação, o processo de destilação foi realizado utilizando uma manta 1771 

aquecedora, um balão volumétrico de vidro com capacidade de 1 L acoplado a uma coluna de 1772 

Vigreux de 60 cm e um condensador de 50 cm. A temperatura da destilação foi mantida entre 1773 

90 e 92 °C. destilado foi separado em três frações. As frações de cabeça, coração e cauda foram 1774 

separadas. A fração ‘Cabeça’, que corresponde a 8 a 10% do volume total do vinho; a fração 1775 

'Coração', que corresponde a 80% de o volume e 'cauda', que corresponde a 8 a 10% do volume 1776 

total do vinho (VERRUMA-BERNARDI; OLIVEIRA, 2020). A fração coração (destinada ao 1777 
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consumo), foi armazenada em frascos de vidro, com tampa e mantidas a temperatura ambiente 1778 

para análise.  1779 

Determinação do teor de etanol e caracterização dos perfis químicos por 1780 

Ressonância Magnética Nuclear de 1H 1781 

Os experimentos de RMN de 1H foram realizados em espectrômetro Bruker Avance III, 1782 

11,75 Tesla, equipado com sonda de detecção inversa de tripla ressonância (TBI). Foram 1783 

solubilizados 100 μL de amostra de cachaça em 400 μL solução de óxido de deutério (D2O) + 1784 

trimetilsililpropionato de sódio (TMSP-d4) 0,1%. Os espectros foram obtidos a 500,0 MHz para 1785 

o núcleo de 1H, sem giro da amostra e temperatura constante a 20 °C. 1786 

Os experimentos de RMN de 1H foram realizados com sequência de pulsos zg (Bruker), 1787 

ajuste automático da homogeneidade do campo magnético (shimming), calibração automática 1788 

de pulsos, com 128 promediações com tempo de aquisição de 23,3 segundos, janela espectral 1789 

de 20,0 ppm com número de pontos de aquisição e processamento iguais a 65.536 pontos e 1790 

ganho do receptor fixo em 203. A linha de base e a fase foram corrigidas automaticamente.  1791 

Para a etapa de caracterização dos perfis químicos foram adquiridos com sequência de 1792 

pulsos noesygppr1d (Bruker), usada para suprimir as intensidades preponderantes dos sinais 1793 

dos hidrogênios do etanol (δ 1,20; 3,65) e da água (δ 4,80), presentes em proporções elevadas 1794 

em relação aos demais componentes. Foram realizadas 256 promediações com tempo de 1795 

aquisição igual a 23,3 segundos, janela espectral de 20,0 ppm, tempo de mistura igual a 150 1796 

milissegundos e número de pontos de aquisição e processamento iguais a 65.536 pontos ganho 1797 

do receptor fixo em 203. A linha de base e a fase foram corrigidas automaticamente.  1798 

Para a calibração do método ERETIC, usado na quantificação dos analitos, foi usado 1799 

amostra padrão Bruker certificada e selada, em tubo contendo 2,0 mmol.L-1 de sacarose + ácido 1800 

4,4-dimetil-4-silapentano sulfônico (DSS) 0,5 mmol.L-1 + azida de sódio (NaN3) 2,0 mmol.L-1801 
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1+ D2O 10% + H2O 90 % (v/v) de. A calibração do dispositivo eletrônico foi feita pela 1802 

integração do sinal do hidrogênio em δ 5,40 da sacarose. 1803 

Análises estatísticas 1804 

Os dados foram expressos como a média ± desvio padrão (DP) de três repetições. 1805 

Diferenças significativas entre as médias dos parâmetros foram calculadas pela análise de 1806 

variância (ANOVA), seguida do teste de Bonferoni com nível de significância p <0,05 usando 1807 

o software Graph pad prism 5 ®. 1808 

 1809 

Resultados e discussão  1810 

Acompanhamento do processo fermentativo  1811 

Verificou-se a redução do pH em todos os tratamentos sendo este o comportamento 1812 

esperado durante a fermentação alcoólica pois além do produto principal, o etanol,  também são 1813 

produzidos outras substâncias entre elas o ácido acético, lático e propiônico, podendo inclusive 1814 

sinalizar para o término do processo fermentativo (DIONISI; SILVA, 2016) O pH apresentou 1815 

variação durante o processo fermentativo (figura 2a), com diferença estatística entre o C e T1 1816 

nos tempos de 6 e 36 horas (p<0,01 e p<0,05, respectivamente). Enquanto C e o T2 apresentou 1817 

diferença estatisticamente significativa nos tempos 2, 6 e 36 horas (p<0,001, p<0,001 e p<0,01, 1818 

respectivamente). Ao comparar T1 e T2 verificou se diferença estatística nos tempos 2 e 6 horas 1819 

(ambos p< 0,001). 1820 

O caldo de cana contém cerca de 80 a 85% de água e uma composição média de 1821 

aproximadamente 30% de sacarose e 70% de materiais lignocelulósicos resultantes do 1822 

processamento do bagaço ou farelo de cana (base seca) (AMALRAJ et al., 2008). Apesar da 1823 

utilização de extrato enzimático contendo enzimas efetivas na hidrólise de compostos 1824 
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lignocelulósico, não houve uma grande variação pH entre os tratamentos estudados. Este 1825 

resultado sugere que não houve variação do metabolismo das leveduras utilizadas.  1826 

O teor de sólidos solúveis (figura 2b) apresentou uma redução em todos os tratamentos 1827 

estudados. Nas duas primeiras horas de incubação houve aumento no teor de TSS. Este aumento 1828 

deve ser resultado da ação das enzimas presentes no extrato utilizado. As celulases e xilanases 1829 

atuaram sobre os compostos lignocelulolíticos presentes no caldo de cana, resultando na 1830 

hidrólise ou separação destes compostos, permitindo a liberação de compostos associados. 1831 

Resultado semelhante foi observado por ABBÈS et al. (2011) e AL-HOOTI et al. (2002) ao 1832 

avaliar o tratamento enzimático com celulases em tâmaras. A redução do teor de sólidos 1833 

solúveis durante a fermentação do caldo de cana, utilizando S. cerevisiae também foi reportada 1834 

por (RESENDE OLIVEIRA et al., 2018; TZENG et al., 2010). 1835 

 1836 

Figura 2. Caldo de cana fermentado: (a) variação do pH e (b) variação no teor de sólidos solúveis durante o 1837 
processo fermentativo do caldo cana nos tempos 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 horas. C: controle; T1 e T2: caldo 1838 
de cana adicionado de extrato enzimático bruto de Streptomyces sp I7 na proporção 1:1000 e 2:1000, 1839 
respectivamente. * representa diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os tratamentos controle e 1840 
tratamento 1, + representa diferença estatística (p < 0,05) entre o tratamento controle e o tratamento T2 e ° 1841 
representa diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os tratamentos controle e tratamento 1 e 2. 1842 

A figura 3A mostra a concentração de açúcares durante o processo de fermentação. Os 1843 

tratamentos utilizando as enzimas ativas mostraram uma concentração um pouco maior quando 1844 

comparado como controle. Possivelmente, este aumento é devido a ação do extrato enzimático, 1845 

que disponibilizou maior quantidade de açúcares para o meio fermentativo. SUKUMARAN et 1846 
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al. (2009) mostraram que o pré-tratamento do caldo de cana com celulase promoveu aumento 1847 

do teor de açúcares totais, resultado da hidrólise dos materiais lignocelulósicos presentes. Os 1848 

dados descritos por estes autores concordam com os resultados obtidos neste trabalho. Os 1849 

açúcares presentes nas diversas matérias primas utilizadas, como a sacarose ou outros, serão 1850 

convertidos por diversos inúmeros microrganismos para a produção de bioetanol (HOSSAIN; 1851 

HAJI ZAINI; MAHLIA, 2017). 1852 

 Em relação aos compostos fenólicos totais (figura 3b) pode se observar que o 1853 

tratamento enzimático promoveu o aumento do teor de compostos fenólicos em todos os tempos 1854 

analisados. Este aumento também foi verificado por JÖNSSON , MARTÍN (2016) ao utilizar 1855 

o pré-tratamento enzimático para hidrolisar material lignocelulósico para a produção de etanol. 1856 

Com a utilização de enzimas a rede celulósica é clivada, a distribuição de solventes é 1857 

aprimorada, o tamanho das partículas é reduzido, a taxa de transferência de massa é aprimorada, 1858 

o que leva a liberação de polifenóis antes quimicamente ligados a parede celular e 1859 

consequentemente uma maior recuperação destes (BALASUBRAMANIAM et al., 2019). 1860 

Embora a presença de compostos fenólicos esteja relacionada com a redução do rendimento 1861 

fermentativo, ADEBOYE; BETTIGA , OLSSON (2014) demonstraram que diferentes 1862 

compostos fenólicos, frequentemente presentes em hidrolisados lignocelulósicos, apresentam 1863 

toxicidade distintas. e substratos ricos em fenólicos podem ser fermentáveis, uma vez que a 1864 

fermentabilidade depende da concentração e da natureza dos compostos fenólicos neles 1865 

presentes.  1866 

 1867 
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Figura 3. Concentração de açúcares totais (mg. mL-1) e compostos fenólicos totais em (µg.mL-1) durante o 1869 
processo fermentativo do caldo cana nos tempos 0, 2, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 horas. C: controle; T1 e T2: 1870 
caldo de cana adicionado de extrato enzimático bruto de Streptomyces sp I7 na proporção 1:1000 e 2:1000, 1871 
respectivamente. * representa diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os tratamentos controle e 1872 
tratamento 1, + representa diferença estatística (p < 0,05) entre o tratamento controle e o tratamento T2 e ° 1873 
representa diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os tratamentos controle e tratamento 1 e 2. 1874 
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Teor alcoólico e concentração de etanol na cachaça 1875 

A determinação do teor alcoólico e da concentração de etanol quantificados na fração 1876 

coração da cachaça encontram-se na tabela 1. O teor alcoólico e a concentração de etanol foram 1877 

verificados aumentos em ambos os tratamentos propostos. Verificou-se o aumento de 13,85% 1878 

quando comparados o controle e T1 (de 34,20 para 39,70) e aumento de 6% quando comparado 1879 

o controle e T2.(de 39,70 para 42,10).Valores semelhantes foram detectados em relação à 1880 

concentração de etanol (de 270,2 para 313,6  quando comparado o controle e o T1 e de 313,6 1881 

para 332,6 quando comparado T1 e T2).  1882 

A presença de celulases e xilanases no extrato enzimático utilizado aumentou o teor de 1883 

açúcares totais no processo de fermentação (Fig. 3 a). Este aumento foi resultante da hidrólise 1884 

dos compostos lignocelulolíticos pelo extrato enzimática. Além disso, a decomposição da 1885 

hemicelulose (xilana) aumenta a porosidade da fibra de celulose, tornando-a mais acessível à 1886 

ação de celulases. Ambos os fatores acima levam ao aumento do rendimento de etanol durante 1887 

a etapa final da fermentação por levedura (BAJAJ; MAHAJAN, 2019). Dessa forma o aumento 1888 

na concentração de açúcares totais resultou no aumento do teor alcoólico total e na produção 1889 

de etanol. 1890 

Tabela 1. Quantificação do teor alcoólico e da concentração de etanol na fração coração das 1891 

cachaças controle, T1 (1:1000) e T2 (2:1000) obtidos por ressonância magnética nuclear H1.   1892 

Componentes Controle T1 T2 

Teor alcóolico (%)  34,2 39,7 42,1 

Etanol (g.L-1)  270,2±1,0 313,6±0,9 332,6±1,1 

1:1000 e 1:2000 correspondem à relação entre o volume do extrato enzimático utilizado e o 1893 

volume de caldo de cana utilizado na fermentação.  1894 

Análise da cachaça utilizando RMN  1895 

A figura 4 apresenta o comparativo entre os espectros de RMN de 1H das amostras dos 1896 

três tratamentos propostos. A região espectral entre δ 2,0-0,8, foi caracterizada pela presença 1897 

dos sinais dos hidrogênios de álcoois alifáticos. Em δ 0,89, foi identificado um tripleto que foi 1898 
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atribuído aos hidrogênios metílicos (-CH3) do 1-propanol. Seu isômero, 2-propanol (álcool 1899 

isopropílico) foi identificado pelo dupleto em δ 1,15, sinal referente aos hidrogênios metílicos, 1900 

quimicamente equivalentes. Em δ 1,07, o tripleto intenso foi caracterizado como referente aos 1901 

hidrogênios metílicos do etanol. Os isômeros 1 e 2 butanóis foram caracterizados pelos 1902 

complexos padrões de sinais entre δ 1,70-1,20, decorrentes dos hidrogênios diastereotópicos e 1903 

enantiotópicos. O 1-pentanol (álcool amílico), foi caracterizado por três conjuntos de sinais em 1904 

δ 1,56; 1,33; 0,90. Os demais sinais dos álcoois foram atribuídos na faixa espectral entre δ 4,0-1905 

3,4, característica de hidrogênios de carbonos ligados diretamente a átomos altamente 1906 

eletronegativos (ex: HC-OH). O metanol, foi identificado na região em questão, em δ 3,35. 1907 

 1908 

Figura 4. Comparação entre as cachaças obtidas por utilizando RMN (Controle, Tratamento 1 e Tratamento 2). 1909 
 1910 

Nos espectros de RMN de 1H, também foram identificados sinais de ácidos orgânicos, 1911 

como o acético e lático, atribuídos em δ 1,92 e 4,4, respectivamente. A propanona (acetona) foi 1912 

caracterizada por um simpleto em δ 2,23, próximo ao simpleto do acetato de etila, em δ 2,04. 1913 
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Outro éster identificado foi o carbamato de etila (uretano) por um tripleto próximo a δ 1,3 e um 1914 

quarteto em δ 3,9. O acetaldeído (etanal) foi caracterizado por um dupleto em δ 2,20 e por um 1915 

quarteto em δ 9,70. A glicose foi atribuída por dois dupletos com baixas intensidade em δ 5,21 1916 

e 4,6. Na região de alta desblindagem, o sistema de spins dos hidrogênios aromáticos da 1917 

fenilalanina foi atribuído por um dupleto em δ 7,3 e dois tripletos em 7,36 e δ 7,42.  1918 

A quantificação da Acidez total; Ésteres totais; Aldeídos totais; Furfural e 1919 

Hidroximetilfurfural; Metanol; Carbamato de Etila e Acroleína estão presentes na Tabela 2, 1920 

assim como  os valores máximos permitidos conforme a INSTRUÇÃO NORMATIVA Nº 13, 1921 

DE 29 DE JUNHO DE 2005 (BRASIL, 2005).  1922 

Em relação à acidez total verificou se uma redução de 32% e 40% quando comparada a 1923 

cachaça C com o T1 e T2, respectivamente. Quando comparado T1 e T2 verificou-se uma 1924 

redução de 12% no tratamento com maior concentração enzimática (Tabela 2). A acidez é uma 1925 

das principais causas de rejeição sensorial da cachaça pelos consumidores. A alta acidez em 1926 

cachaças pode estar relacionada com a contaminação microbiana, assim a baixa acidez na 1927 

cachaça é um excelente atributo de qualidade (CRAVO et al., 2019; ODELLO et al., 2009).  1928 

 1929 

 1930 

 1931 

 1932 

 1933 

 1934 

 1935 

 1936 

 1937 

 1938 

 1939 

 1940 

 1941 

 1942 

 1943 

 1944 

 1945 

 1946 
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Tabela 2. Quantificação de congêneres e contaminantes nas cachaças produzidas com e sem o 1947 

tratamento enzimático a partir do método ERETIC.  1948 

Componentes Controle T1 T2 

Valor 

máximo8 

Acidez total1  37,3±1,5 25,4±1,3 22,2±1,0 150 

Ésteres totais2 4,40± 0,4 3,9± 0,2 3,03±0,2 200 

Aldeídos totais3 1,6±0,2 6,33± 0,3 12,3±0,1 30 

Furfural e 

Hidroximetilfurfural4 

traços 

(não 

quantificá

vel) 

traços (não 

quantificável) 

traços (não 

quantificável) 

5 

Metanol5 2,1±0,1 0,62±0,1 0,51±0,1 20 

Carbamato de Etila6 2,6±0,2 3,6± 0,2 0,80±0,1 150 

Acroleína7 

traços 

(não 

quantificá

vel) 

traços (não 

quantificável) 

traços (não 

quantificável) 

360 

1:Acidez volátil, expressa em ácido etanóico em mg·100 mL-1 de álcool anidro. 2: Ésteres totais, expressos em 1949 

acetato de etila, em mg·100 mL-1 de álcool anidro. 3: Aldeídos totais, em acetaldeído, em mg·100 mL-1 de álcool 1950 

anidro. 4: Soma de Furfural e Hidroximetilfurfural, em mg·100 mL-1 de álcool anidro. 5: Álcool metílico em 1951 

mg·100 mL-1 de álcool anidro. 6: Carbamato de etila em μg.L-1. 7: Acroleína (2-propenal) em mg·100 mL-1 de 1952 

álcool anidro. 8: Valores máximos em mg·100 mL-1 determinados pela INSTRUÇÃO NORMATIVA Nº 13, DE 1953 

29 DE JUNHO DE 2005.  1954 

Para os valores para ésteres totais, verificou-se a redução de 11% e 31% quando 1955 

comparada a cachaça C com o T1 e T2, respectivamente. A maior concentração de enzimas 1956 

presente em T2 promoveu uma redução de 22% nos ésteres totais em comparação com T1 1957 

(Tabela 2). Os ésteres são compostos produzidos no metabolismo secundário das leveduras 1958 
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durante a fermentação e/ou pela esterificação de álcoois e ácidos orgânicos durante os processos 1959 

de destilação e envelhecimento. Eles são responsáveis pelo sabor relacionado a notas de 1960 

madeira, baunilha e sutis aromas ligados a frutas e flores, porém em excesso tornam a cachaça 1961 

desagradável. Ésteres podem ser adicionados visando mascarar outros odores (PIRES et al., 1962 

2014). Segundo HONG et al. (2019) a síntese de alguns ésteres como o acetato de isoamil pode 1963 

ser aumentada caso ocorra o aumentando as concentrações intracelulares de coenzima A (CoA) 1964 

e acetil-CoA. As leveduras possuem vias metabólicas que permitem a geração de acetil-CoA 1965 

citosólico em duas etapas: oxidação de etanol a acetato pela enzima álcool desidrogenase e 1966 

acetaldeído desidrogenase seguido pela transformação de acetato em acetil-CoA pela acetil-1967 

CoA sintetase (DE SMIDT; DU PREEZ; ALBERTYN, 2012; KRIVORUCHKO et al., 2015). 1968 

O aumento na produção de ésteres detectados neste trabalho pode ter ocorrido através da 1969 

ativação destas vias devido a maior concentração de etanol.  1970 

Em relação aos aldeídos totais, verificou-se um aumento de 295% e 668% quando 1971 

comparados os valores obtidos na cachaça C com o T1 e T2, respectivamente. Entre os 1972 

tratamentos T1 e T2 verificou-se o acréscimo de 94%, ou seja, a maior concentração de enzimas 1973 

no caldo de cana favoreceu o aumento de aldeídos no produto (Tabela 2). Os aldeídos 1974 

encontrados em bebidas alcoólicas podem ser produzidos durante a fermentação por degradação 1975 

de aminoácidos, oxidação de álcoois ou auto oxidação de ácidos graxos (BAERT et al., 2012). 1976 

Também podem ser produzidos durante a destilação através da reação de Maillard ou durante 1977 

o processo de envelhecimento. Através da engenharia genética XU et al. (2019) comprovaram 1978 

que a produção de acetaldeído na fabricação de cerveja está intimamente relacionada com o 1979 

equivalente NADH intracelular regulado pelo ciclo do ácido cítrico. No entanto, não houve 1980 

relação significativa entre o acetaldeído produção e metabolismo de aminoácidos. Assim, 1981 

podemos sugerir que as condições dos meios de cultura, como maior teor de açúcares 1982 

fermentescíveis pode ter contribuído para a redução dos teores de aldeídos.  1983 
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Não foi possível quantificar pela metodologia utilizada os compostos furfural, 1984 

hidroximetilfurfural e acroleína. Os procedimentos utilizados na fermentação e na destilação 1985 

resultaram em baixíssima produção destes compostos.  Esses dados são interessantes uma vez 1986 

que mostram que a cachaça produzida pode ser classificada em adequada ou boa quanto a esses 1987 

compostos. Uma vez que esses compostos diminuem a qualidade da cachaça.   1988 

Quanto ao metanol verificou-se a redução de 70% e 75% quando comparados os valores 1989 

obtidos na cachaça C com o T1 e T2. Comparando as cachaças T1 e T2 verificou-se uma 1990 

redução de 17% na cachaça obtida do caldo de cana tratado com a maior concentração 1991 

enzimática. O metanol é um álcool indesejável, não apenas na cachaça, mas também em outras 1992 

bebidas alcoólicas devido à sua toxicidade, mesmo em baixas concentrações. Sua síntese está 1993 

associada à presença de fragmentos de cana no processo de fermentação, visto que o mesmo é 1994 

originado da degradação da pectina presente no meio fermentativo (CRAVO et al., 2019).  1995 

Quanto ao carbamato de etila (CE), T1 apresentou um aumento de 38% em relação ao 1996 

C, enquanto o T2 apresentou uma redução de 77% (Tabela 2). O carbamato de etila não 1997 

contribui para o aroma, cor ou sabor, não sendo identificado sensorialmente. Entretanto, sua 1998 

detecção é importante devido a sua capacidade carcinogênica (SILVA; VERRUMA-1999 

BERNARDI; OLIVEIRA, 2020). Glicosídeos cianogênicos, ureia, arginina e citrulina, podem 2000 

gerar CE durante a fermentação Fatores como temperatura, acidez, propriedades dos 2001 

microrganismos utilizados afetam a produção de CE durante a fermentação A disponibilidade 2002 

de precursores de EC depende da natureza do microrganismo usado na fermentação. 2003 

Saccharomyces cerevisiae degrada arginina em ureia e Lactobacillus convertem arginina em 2004 

citrulina, os quais reagem com etanol produzindo CE (GOWD et al., 2018). 2005 

 2006 
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Conclusão 2007 

A fermentação alcoólica do caldo de cana, previamente tratado com extrato enzimático, 2008 

utilizando a levedura M27 possibilitou a obtenção de uma cachaça com perfil químico de 2009 

congêneres e contaminantes bem abaixo do preconizado pela legislação brasileira. Os 2010 

tratamentos enzimáticos promoveram a redução da acidez total; ésteres totais e metanol. 2011 

Também foi verificado o aumento dos teores de álcoois totais, etanol e aldeídos totais, com 2012 

aumento mais pronunciado no tratamento T2, sendo influenciados diretamente pela quantidade 2013 

de enzima utilizada. Logo, concluiu-se que o pré-tratamento enzimático e a utilização de 2014 

levedura não convencional para a produção de cachaça tiveram impacto positivo na qualidade 2015 

e rendimento da produção de etanol, apresentando potencial para sua aplicação industrial, seja 2016 

na indústria de bebidas ou bioetanol. 2017 

 2018 
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CAPÍTULO 5 2460 

O EFEITO DA SACARIFICAÇÃO E FERMENTAÇÃO SIMULTÂNEA DO CALDO 2461 

DE CANA COM EXTRATO ENZIMÁTICO BRUTO ISOLADO DE STREPTOMYCES 2462 

SP. I7 NO PERFIL QUÍMICO DA CACHAÇA ARTESANAL. 2463 

Menandes Alves de Souza Neto 1*, Juliana Aparecida Correia Bento 1, Aline 2464 

Rodrigues Gama2, Márcio Caliari1, Luciano Morais Leão3 Vinicius Silva Pinto3 e Luiz Artur 2465 

Mendes Bataus2 2466 

1Food Engineering Department, Federal University of Goiás – UFG, CP 131, CEP 2467 

74690-900, Goiânia, Goiás, Brazil. 2468 

2Institute of Biological Sciences, Federal University of Goiás – UFG, CP 131, CEP 2469 

74690-900, Goiânia, Goiás, Brazil. 2470 

3 Institute of Chemistry, Federal University of Goiás – UFG, CP 131, CEP 74690-900, 2471 

Goiânia, Goiás, Brazil. 2472 

Resumo: Este trabalho avaliou a produção de enzimas lignolíticas utilizando Streptomyces sp 2473 

I7, os impactos da utilização do extrato enzimático no processo fermentativo e na composição 2474 

química dos destilados produzidos. O extrato bruto de Streptomyces sp I7 apresentou atividade 2475 

de CMCase (35,47 ± 1,22 UI mL-1) e xilanase (9,18 ± 0,28 U,) O uso do extrato promoveu 2476 

diferenças no perfil do pH, no teor de sólidos solúveis, teor de açúcares totais e compostos 2477 

fenólicos. A concentração de etanol (338,12±1,4 e 313,6±0,9 g.L-1) e teor alcoólico (42,8 e 2478 

39,7%) foram maiores na amostra com enzimas ativas. A análise dos perfis químicos 2479 

demonstrou  que a sacarificação induziu a redução da acidez total  (70,2±0,3 e 134,5±0,8 g.L-2480 

1), aldeídos totais (8,1±0,2 e 8,8±0,3), metanol (0,2±0,1 e 0,60±0,1) e Carbamato de Etila 2481 

(3,3±0,2 e 3,8±0,1). Houve o aumento em relação ao teor de ésteres totais (9,7±0,2 e 6,2±0,3). 2482 

Essas alterações sugerem uma melhoria em atributos de qualidade na cachaça produzida através 2483 

do processo fermentativo com a utilização do extrato enzimático. A utilização do extrato 2484 
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enzimático pode contribuir para a melhoria do rendimento de processos industriais de produção 2485 

de bebidas e biocombustíveis.  2486 

Palavras chave: Celulases, Xilanases, Hidrólise Enzimática, tratamento pré-fermentação e 2487 

cachaça   2488 

*Corresponding author: Phone: +55 (62) +556235211493; E-mail: menandesneto@gmail.com 2489 

INTRODUÇÃO 2490 

A Cachaça é bebida genuinamente brasileira  e exclusiva da aguardente de cana 2491 

produzida no Brasil,  produzida através da fermentação seguida da destilação, atingindo 38 a 2492 

48% de graduação alcoólica a 20 °C (BRASIL, 2003; 2005). A cachaça tem sido um produto 2493 

de destaque e de grande importância econômica. Em 2018, foram produzidos mais de 8,41 2494 

milhões de litros, a cachaça foi exportada para mais de 77 países e movimentou US$ 15,61 2495 

milhões (IBRAC, 2019; PAIVA et al., 2017).  2496 

A produção de cachaça pode ser dividida em dois grupos: a cachaça industrial a partir 2497 

de microrganismos selecionados e produção em larga escala. Já o segundo grupo é o das 2498 

cachaças artesanais, produzidas em pequena escala e com a utilização de microrganismos 2499 

provenientes da fermentação espontânea. Desta forma, as cachaças artesanais apresentam 2500 

características sensoriais próprias e geralmente são associadas a um produto de maior qualidade 2501 

(NEUTZLING et al., 2015).  2502 

A cachaça artesanal geralmente utiliza a fermentação espontânea, onde a levedura  é 2503 

selecionada por vários métodos, incluindo o desenvolvimento da microbiota fermentativa 2504 

apenas no caldo de cana de açúcar ou a mistura do caldo de cana de açúcar com milho triturado 2505 

e farinha de arroz ou soja (BARBOSA et al., 2018; D’SILVA et al., 2019a). 2506 

about:blank
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 Esta metodologia permite o desenvolvimento de diversos microrganismos que podem, 2507 

individualmente, contribuir para a qualidade do produto através da síntese de produtos 2508 

minoritários (congêneres) como ácidos, álcoois e ésteres ou ainda reduzir o rendimento da 2509 

fermentação alcoólica. As concentrações elevadas de produtos minoritários estão relacionadas 2510 

com menor aceitação sensorial e consequentemente a redução da qualidade do produto ou ainda 2511 

trazer risco à saúde dos consumidores (DE SOUZA et al., 2012; PORTUGAL et al., 2016; 2512 

PORTUGAL et al., 2017). A regulamentação para limites para a presença  de congêneres e 2513 

contaminantes é estabelecida pela Instrução Normativa nº 13/2005 (BRASIL, 2003b) e 2514 

Instrução Normativa nº 28/2014 (BRASIL, 2014).  2515 

A fermentação espontânea é considerada um processo mais lento, com menor 2516 

aproveitamento dos açúcares disponíveis,  resultando em elevado teor de açúcares residuais e 2517 

menores concentrações de etanol, quando comparada com a fermentação comercial 2518 

(CARVALHO et al., 2015). Leveduras selvagens são consideradas nativas do ambiente, podem 2519 

ser do gênero Saccharomyces ou não e podem causar excesso de produção de espuma, perda 2520 

do teor alcoólico e de eficiência fermentativa. Esta perda é proporcional ao nível de 2521 

contaminação presente, e modificações na morfofisiologia de leveduras Saccharomyces 2522 

cerevisiae podem acentuar estes traços indesejáveis para a fermentação (LORENZ; CUTLER; 2523 

HEITMAN, 2000).  2524 

Alguns procedimentos têm sido utilizados para melhorar o processo de fermentação 2525 

natural. Um dos procedimentos utilizados é a adição de hidróxido de cálcio até atingir pH 6,0 2526 

promovendo a coagulação de partículas presentes em suspensão no caldo de cana e posterior 2527 

aquecimento até a fervura (RIBEIRO et al., 2017) O tratamento térmico é uma opção que 2528 

objetiva a redução da população microbiana do caldo e contribui para a manutenção do número 2529 

de células viáveis de leveduras, a menor síntese de ácidos orgânicos e o aumento da produção 2530 



133 

 

de álcool (ALVES et al., 2018). Outro método é a realização de um pré-tratamento enzimático 2531 

do caldo de cana, o qual possibilita a degradação da lignina e hemicelulose presentes no caldo 2532 

de cana e consequentemente aumentando o teor de açúcares fermentescíveis oriundos da 2533 

degradação destes polissacarídeos (CANILHA et al., 2012).  2534 

A hidrólise enzimática da celulose requer três classes de enzimas celulolíticas 2535 

(celulases): (1) endo-β-1,4-glucanases (EG, E.C. 3.2.1.4) que atacam regiões de baixa 2536 

cristalinidade na fibra de celulose, criando extremidades livres; (2) celobio-hidrolases ou 2537 

exoglucanase (CBH, E.C. 3.2.1.91) que liberam a celobiose; (3) β-glicosidases (E.C.3.2.1.21) 2538 

que hidrolisam a celobiose para produzir glicose (OBENG et al., 2017). Para decompor a 2539 

hemicelulose, várias enzimas como xilanases, β-xilosidases, glicuronidases, acetilesterases, 2540 

galactomananases e glucomanananases são necessárias (MARQUES et al., 2018).  2541 

A celulase quebra a celulose em glicose e a xilanase ajuda a decompor a xilana em 2542 

xilose, sendo ambos açúcares fermentescíveis. Além disso, a decomposição da xilana aumenta 2543 

a porosidade da fibra de celulose e a torna mais acessível às celulases. Ambos os fatores acima 2544 

levam ao aumento do rendimento de etanol durante a etapa final da fermentação por levedura 2545 

(BAJAJ; MAHAJAN, 2019).  2546 

Diversas bactérias têm demonstrado a capacidade de produzir celulases e xilanases com 2547 

características próprias. Dentre elas destacam-se as pertencentes ao gênero Streptomyces. 2548 

devido sua capacidade de produzir celulases e xilanases termo resistentes (BRITO-CUNHA et 2549 

al., 2013; BRITO-CUNHA et al., 2015; DE QUEIROZ BRITO CUNHA et al., 2018; GAMA 2550 

et al., 2019). 2551 

A sacarificação e fermentação simultâneas é uma metodologia economicamente 2552 

favorável para a produção de bioetanol a partir de lignocelulósicos quando comparado à 2553 
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metodologia convencional onde a hidrólise e fermentação acontecem em etapas distintas pois 2554 

o rendimento final de etanol é maior e ainda permite a redução do consumo de energia e dos 2555 

custos de produção são minimizados (LUIZA ASTOLFI et al., 2020; SIRIWONG et al., 2019). 2556 

Este trabalho teve por objetivo avaliar os impactos na sacarificação utilizando extrato 2557 

enzimático produzido por Streptomyces sp I7. Também avaliou a influência na fermentação 2558 

natural, na atividade enzimática de celulase e xilanase em presença de cachaça e as alterações 2559 

no perfil químico das cachaças obtidas.  2560 

MATERIAL E MÉTODOS 2561 

Obtenção e armazenamento do caldo de cana  2562 

O caldo de cana foi obtido pela moagem da cana (Saccharum officinarum Linn.), sem 2563 

nenhum processo de filtração, em julho de 2018, em um mercado local em Goiânia, Goiás. O 2564 

Caldo foi armazenado em garrafas plásticas que foram transportadas em temperatura ambiente 2565 

para o Laboratório de Bioquímica e Engenharia Genética da Universidade Federal de Goiás, 2566 

onde as fermentações foram promovidas.  2567 

Microrganismos 2568 

O caldo de cana, sem nenhum tipo de diluição para ajuste no teor de sólidos solúveis, 2569 

foi incubado a temperatura ambiente por 24 horas, permitindo que a fermentação espontânea 2570 

ocorresse. Após 24 horas de incubação uma amostra foi removida e semeada em placas de petri 2571 

contendo meio Pridham (PRIDHAM et al., 1957). As placas foram incubadas por 5 dias a 32 2572 

±1 °C.  2573 

Para produção do extrato enzimático foi utilizado o Streptomyces sp. I7 pertencente ao 2574 

banco de microrganismos do Laboratório De Bioquímica e Engenharia Genética da 2575 

Universidade Federal de Goiás. As fermentações para obtenção dos extratos ocorreram 2576 

conforme (GAMA et al., 2019). 2577 
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Caracterização das colônias  2578 

As colônias da levedura selecionada foi avaliada quanto a cor (branca, creme, 2579 

amarelada, laranja, rosa, vermelha, etc.), ao brilho (brilhante, opaca), forma (circular, oval ou 2580 

fusiforme), superfície (lisa ou rugosa) e elevação (plana, convexa, umbonada) (KURTZMAN; 2581 

FELL; BOEKHOUT, 2011) 2582 

Fermentação Semi-Sólida e obtenção de extrato enzimático 2583 

Uma suspensão de esporos de Streptomyces sp. I7 (106 aproximadamente) foi inoculada 2584 

em Erlenmeyers contendo 15 ml de meio mínimo (Na2HPO4 - 7.0 gL- 1; K2HPO4 - 3.0 gL- 1 2585 

NaCl - 0.5 gL- 1; NH4Cl - 1.0 gL- 1) previamente autoclavado e 5 g de substrato de farelo de 2586 

trigo. No final do período de incubação de 5 dias a 37 °C ±1, foram adicionados 50 ml de água 2587 

e 50 ml de Tween-80 (0,1 g ~ 100 g-1). O material foi agitado por 10 minutos. Após decantação 2588 

o sobrenadante foi removido por sucção e posteriormente centrifugado a 7500G durante 15 min 2589 

a 4 °C ± 1. O sobrenadante foi transferido para tubos falcon de 50 mL e armazenados a -20 °C 2590 

± 1 até que os ensaios fossem realizados. 2591 

Ensaios enzimáticos 2592 

O sobrenadante obtido na etapa anterior, foi avaliado quanto à atividade enzimática de 2593 

xilanase e CMCase (carboximetilcelulase). A dosagem da atividade endoglucanásica foi 2594 

realizada utilizando carboximetilcelulose em micro-ensaio foi realizada segundo RAMADA et 2595 

al. (2010). A atividade enzimática da xilanase foi determinada utilizando soluções de xilana 2596 

bechwood a 1% (p / v) (Sigma®) como substrato. A atividade foi determinada por micro-ensaio, 2597 

adicionando 10 μL de amostra e 90 μL da solução de xilana a 1% (GHOSE, 1987) e ADNEY , 2598 

BAKER (1996). A solução foi incubada a 50  °C por 5 min, seguida da quantificação de 2599 

açúcares redutores pelo método ADNS (MILLER, 1959). A curva padrão de xilose foi 2600 

determinada com concentrações de 0,3 a 4,2 mg mL-1. Uma unidade de atividade (UI) 2601 

corresponde a 1 μM de glicose (CMCase) ou xilana (xilanase) liberada por minuto. 2602 
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Pré tratamento e ajustes da concentração do caldo de cana  2603 

O tubo falcon contendo 50 mL do extrato enzimático foi descongelado à temperatura 2604 

ambiente e posteriormente, 10 mL foi submetido à desnaturação enzimática por fervura em 2605 

água a 100 °C por 10 minutos. Foi inoculado no tempo 0, um mL do extrato enzimático 2606 

desnaturado diretamente em cada um de três Erlenmeyer contendo 1 litro caldo de cana 2607 

(Tratamento controle). Foi inoculado no tempo 0, um mL do extrato enzimático com atividade 2608 

de CMCase mensurada foi de 35,47 ± 1,22 UI·mL-1 e a atividade de xilanase de 9,18 ± 0,28 2609 

UI·mL-1 em cada um de três Erlenmeyer, cada um contendo 1 L de caldo de cana (Tratamento 2610 

enzimático). Uma unidade de atividade (UI) corresponde a 1 µmol de glicose e xilose liberada 2611 

por minuto para CMCase e xilanase, respectivamente. 2612 

Condução das fermentações alcoólicas 2613 

As fermentações alcoólicas espontâneas foram conduzidas em Biorreator encamisado 2614 

SL-134 (SOLAB, Piracicaba, Brasil), com capacidade de trabalho de 6 L batelada, em 2615 

temperatura ambiente por 120 horas  2616 

Acompanhamento do processo fermentativo  2617 

Foram avaliadas o pH em potenciômetro (Tecnal, TEC-51, Piracicaba, Brasil), com 2618 

inserção do eletrodo diretamente na amostra, o Teor de sólidos solúveis (TSS) (o Brix) em 2619 

refratômetro digital (Nova Instruments, Nova WYA-2S, Brasil) conforme a AOAC (2012), 2620 

açúcares totais pelo método fenol sulfúrico conforme DUBOIS et al. (1956) e compostos 2621 

fenólicos FOLIN , CIOCALTEU (1927) e SOUSA et al. (2007) nos  tempos de 0, 2, 8, 16, 24, 2622 

32, 40, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentação. 2623 

Destilação  2624 

Após a fermentação, o processo de destilação foi realizado utilizando uma manta 2625 

aquecedora, um balão volumétrico de vidro com capacidade de 1 L acoplado a uma coluna de 2626 

Vigreux de 60 cm e um condensador de 50 cm. A temperatura foi mantida entre 90 e 92 °C. O 2627 
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destilado foi separado em três frações. A primeira fração (fração da cabeça) foi coletada 2628 

separadamente e padronizada para um volume correspondente a aproximadamente 10% do 2629 

volume total de bebida. A fração intermediária (fração do coração) foi então coletada até atingir 2630 

uma concentração de etanol de aproximadamente 400 g / L. A última fração (fração caudal), 2631 

correspondente a 10% do volume de bebida  produzida, também foi coletada (ALONSO 2632 

GONZÁLEZ et al., 2010). A bebida final foi armazenada em garrafas de vidro, com tampa e 2633 

mantida em temperatura ambiente até a realização das análises físico-químicas.  2634 

 Perfil químico por Ressonância Magnética Nuclear 1H 2635 

Os espectros de RMN de 1H foram adquiridos em espectrômetro Bruker Avance III, 2636 

11,75 Tesla, equipado com sonda de detecção inversa de tripla ressonância (TBI). Foram 2637 

solubilizados 100 μL de amostra de cachaça em 400 μL solução de óxido de deutério (D2O) + 2638 

trimetilsililpropionato de sódio (TMSP-d4) 0,1%. Os espectros foram obtidos a 500,0 MHz para 2639 

o núcleo de 1H, sem giro da amostra e temperatura constante a 20 °C.  2640 

Os experimentos de RMN de 1H foram realizados com sequência de pulsos zg (Bruker), ajuste 2641 

automático da homogeneidade do campo magnético (shimming), calibração automática de 2642 

pulsos, com 128 promediações com tempo de aquisição de 23,3 segundos, janela espectral de 2643 

20,0 ppm com número de pontos de aquisição e processamento iguais a 65.536 pontos e ganho 2644 

do receptor fixo em 203. A linha de base e a fase corrigida automaticamente.  2645 

Para a etapa de caracterização dos perfis químicos foram adquiridos com sequência de pulsos 2646 

noesygppr1d (Bruker), usada para suprimir as intensidades preponderantes dos sinais dos 2647 

hidrogênios do etanol (δ 1,20; 3,65) e da água (δ 4,80), presentes em proporções elevadas em 2648 

relação aos demais componentes. Foram realizadas 256 promediações com tempo de aquisição 2649 

igual a 23,3 segundos, janela espectral de 20,0 ppm, tempo de mistura igual a 150 milissegundos 2650 

e número de pontos de aquisição e processamento iguais a 65.536 pontos ganho do receptor 2651 

fixo em 203. A linha de base e a fase foram corrigidas automaticamente.  2652 
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Para a calibração do método ERETIC, usado na quantificação dos analitos, foi usado amostra 2653 

padrão Bruker certificada e selada, em tubo contendo 2,0 mmol.L-1 de sacarose + ácido 4,4-2654 

dimetil-4-silapentano sulfônico (DSS) 0,5 mmol.L-1 + azida de sódio (NaN3) 2,0 mmol.L-1+ 2655 

D2O 10% + H2O 90 % (v/v) de. A calibração do dispositivo eletrônico foi feita pela integração 2656 

do sinal do hidrogênio em δ 5,40 da sacarose.  2657 

Análises estatísticas 2658 

Os dados são expressos como a média ± desvio padrão (DP) de três repetições. 2659 

Diferenças significativas entre as médias dos parâmetros foram calculadas com uma análise de 2660 

variância (ANOVA) e o teste de Bonferroni com nível de significância p <0,05 usando o 2661 

software Graph pad prism 5 ®. 2662 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  2663 

Caracterização das colônias  2664 

Após 120 horas de incubação em estufa a 32 °C as placas foram retiradas e analisadas 2665 

quanto à morfologia. Observou-se a presença de 10 colônias, dispersas, de cor branca, 2666 

brilhantes, de formato circular, com superfície rugosa. As presença de colônias lisas e brilhantes 2667 

e células dispersas foram caracterizadas como Saccharomyces cerevisiae de acordo com REIS 2668 

et al. (2013). Estas características são sugestivas de a levedura isolada pertence ao gênero 2669 

Saccharomyces. apesar da diferença entre o aspecto encontrado (rugoso) e o esperado (liso). 2670 

Segundo CASALONE et al. (2005) as morfologias celulares e das colônias de microrganismos 2671 

selvagens ou industriais de linhagens de S. cerevisiae variam em resposta a diferentes estímulos 2672 

ambientais. Cepas de S. cerevisiae exibindo colônias rugosas e morfologia pseudo-hifal têm 2673 

sido frequentemente associadas a distúrbios no processo de fermentação, dependendo do 2674 

sistema de fermentação e de outras condições operacionais. Conforme D’SILVA et al. (2019b) 2675 
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a identificação baseada somente na morfologia das colônias é falha e sugere a utilização de 2676 

métodos de biologia molecular.  2677 

Acompanhamento do processo fermentativo  2678 

Segundo BORTOLETTO; SILVELLO , ALCARDE (2018) existem vários pontos 2679 

críticos na produção de cachaça de qualidade. Entre eles destaca-se o teor de sólidos solúveis, 2680 

o pH e o teor de açúcares totais. O processo de fermentação foi acompanhado através da medida 2681 

do pH e da medida de BRIX, teor de açúcar redutor e concentração de fenóis totais. Analisando 2682 

a variação do pH durante a fermentação, verificou-se a redução do pH em ambos os processos. 2683 

Tal redução é esperada e conforme OLIVA-NETO , YOKOYA (2001) é relacionada com o 2684 

aumento do metabolismo da levedura, sugerindo aumento na produção de etanol. Ao comparar 2685 

os tratamentos, observa-se uma pequena variação entre os tratamentos. Nos tempos 2, 8 e 16 2686 

horas de fermentação houve uma diferença significativa no pH (figura 2.a).  2687 

Esta diferença pode estar relacionada à presença de ácidos orgânicos como ácido p-2688 

cumárico, hidroxicinâmico e ferúlico (MASARIN et al., 2011). Outros ácidos fenólicos também 2689 

foram encontrados em caldo de cana fermentado como o caféico, clorogênico e gálico 2690 

(RESENDE OLIVEIRA et al., 2018).  2691 

Em relação ao teor de sólidos solúveis não houve variação entre o tempo 0 e tempo 2 2692 

horas, provavelmente devido à fase de adaptação dos microrganismos ao meio (OLIVEIRA et 2693 

al., 2016). Verificou-se no tratamento enzimático o aumento no TSS nos tempos 2, 8 e 16 horas 2694 

sendo estatisticamente significativa a diferença nos tempos 8 e 16 horas. Esta diferença pode 2695 

estar relacionada à degradação dos polissacarídeos presentes no caldo de cana. SHARMA; 2696 

PATEL , SUGANDHA (2017) também relataram a redução do pH e o aumento do TSS após o 2697 

tratamento com celulases isolada ou em associação com outras enzimas, em diferentes 2698 

combinações e condições em sucos de frutas diversas. 2699 



140 

 

 Após 24 horas de fermentação verificou-se a redução maior no TSS quando 2700 

comparados os tratamentos com diferenças estatisticamente significativas nos tempos 24, 32 e 2701 

48 horas. Provavelmente a variação observada está relacionada a atividade das enzimas 2702 

presentes no extrato. RESENDE OLIVEIRA et al. (2018) relataram a presença de açúcares não 2703 

fermentescíveis durante a fermentação do caldo de cana. A degradação destes açúcares pelo 2704 

tratamento enzimático pode estar relacionada ao aumento tanto no TSS quanto nos açúcares 2705 

totais observados neste trabalho.  2706 
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Figura 2. Variação do pH (a) e a variação no Teor de sólidos solúveis (b) durante os tempos 0, 2, 8, 16, 2708 
24, 32, 40, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentação espontânea do caldo de cana com tratamento enzimático do 2709 
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extrato bruto de Streptomyces sp. I7 e com o extrato bruto de Streptomyces sp. I7 desnaturado (controle) . O 2710 
asterisco (*) representa diferença estatística significativa (p < 0,05).  2711 

Foi observado um aumento no teor de açúcares totais nas primeiras 16 horas da 2712 

fermentação no tratamento enzimático e a redução no teor de açúcares totais no tratamento 2713 

controle. Após 24 horas de fermentação observa-se a redução em ambos. Comparando os 2714 

tratamentos houve diferença estatística nos tempos 2, 8, 16, 24, 32, 48 e 96 horas (Figura 3a). 2715 

Esta diferença pode estar associada às alterações físico-químicas promovidas pelo tratamento 2716 

enzimático. A diferença nas primeiras 16 horas pode estar relacionada a degradação de açúcares 2717 

residuais presentes no caldo de cana. Após 24 horas de fermentação a diferença observada pode 2718 

corroborar a maior concentração de etanol obtida. 2719 

Em relação aos compostos fenólicos totais verificou -se um aumento nos tempos 2, 8 e 2720 

16 horas nos tratamentos contendo enzima ativa. Após 24 horas de fermentação a concentração 2721 

de fenóis ficou relativamente constante. Não houve diferenças significativas entre os 2722 

tratamentos após 24 horas (figura 3b). RAKARIYATHAM et al. (2019) também observou o 2723 

aumento do teor de compostos fenólicos ao utilizar celulases no tratamento das cascas de 2724 

Longan (Dimocarpus longan) aumentou o teor de fenólicos insolúveis como por exemplo: 2725 

ácido o-cumárico, corilagina e quercetina, bem como a libertação de fenólicos esterificados, p. 2726 

ácido elágico e ácido gálico, enquanto a β glicosidase aumentou a liberação de fenólicos livres, 2727 

p. ácido elágico.  2728 

A maioria dos compostos fenólicos insolúveis (20 a 60% ) presentes em vegetais, frutas 2729 

e verduras interagem por ligações covalentes com substâncias da parede celular, incluindo 2730 

pectina, celulose, arabinoxilana e proteínas estruturais (NAYAK; LIU; TANG, 2015).  2731 
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Figura 3. Concentração de açucares totais (mg. mL-1) (a) e Concentração de compostos fenólicos 2733 
totais (µg. mL-1) (b) durante os tempos 0, 2, 8, 16, 24, 32, 40, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentação.  espontânea 2734 
do caldo de cana com tratamento enzimático do extrato bruto de Streptomyces sp. I7 e com o extrato bruto de 2735 
Streptomyces sp. I7 desnaturado (controle) . O asterisco (*) representam diferenças estatísticas (p < 0,05).  2736 

 2737 

Perfis químicos das frações coração dos destilados 2738 

A fração “coração” corresponde ao destilado destinado ao consumo apresentando 2739 

requisitos químicos conforme o estabelecido pela legislação brasileira (PORTUGAL et al., 2740 

2017). Para avaliar o perfil químico da fração “coração” foi utilizada a ressonância magnética 2741 
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nuclear, método não invasivo e não destrutivo que permite a análise quantitativa e qualitativa 2742 

com ampla utilização na análise de alimentos (KIRTIL; OZTOP, 2016).  2743 

A região espectral entre δ 2,0-0,8, foi caracterizada pela presença dos sinais dos 2744 

hidrogênios de álcoois alifáticos. Em δ 0,89, foi identificado um tripleto que foi atribuído aos 2745 

hidrogênios metílicos (-CH3) do 1-propanol. Seu isômero, 2-propanol (álcool isopropílico) foi 2746 

identificado pelo dupleto em δ 1,15, sinal referente aos hidrogênios metílicos, quimicamente 2747 

equivalentes. Em δ 1,07, o tripleto intenso foi caracterizado como referente aos hidrogênios 2748 

metílicos do etanol. Os isômeros 1 e 2 butanóis foram caracterizados pelos complexos padrões 2749 

de sinais entre δ 1,70-1,20, decorrentes dos hidrogênios diastereotópicos e enantiotópicos. O 1-2750 

pentanol (álcool amílico), foi caracterizado por três conjuntos de sinais em δ 1,56; 1,33; 0,90. 2751 

Os demais sinais dos álcoois foram atribuídos na faixa espectral entre δ 4,0-3,4, característica 2752 

de hidrogênios de carbonos ligados diretamente a átomos altamente eletronegativos (ex: HC-2753 

OH). 2754 

Nos espectros de RMN de 1H, também foram identificados sinais de ácidos orgânicos, 2755 

como o acético e lático, atribuídos em δ 1,92 e 4,4, respectivamente. A propanona (acetona) foi 2756 

caracterizada por um simpleto em δ 2,23, próximo ao simpleto do acetato de etila, em δ 2,04. 2757 

Outro éster identificado foi o carbamato de etila (uretano) por um tripleto próximo a δ 1,3 e um 2758 

quarteto em δ 3,9. O acetaldeído (etanal) foi caracterizado por um dupleto em δ 2,20 e por um 2759 

quarteto em δ 9,70. A glicose foi atribuída por dois dupletos com baixas intensidade em δ 5,21 2760 

e 4,6. Na região de alta desblindagem, o sistema de spins dos hidrogênios aromáticos da 2761 

fenilalanina foi atribuído por um dupleto em δ 7,3 e dois tripletos em 7,36 e δ 7,42. O 2762 

comparativo entre os espectros de RMN de 1H das amostras de cachaça, obtidas pelos 2763 

tratamentos é apresentado na figura 4.  2764 
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 2765 

Figura 4. Comparação entre as frações coração dos destilados obtidos por processos com e sem ação 2766 
enzimática. 2767 

Houve um aumento de 7% tanto no teor alcoólico de 39,7 para 42,8% e concentração 2768 

de etanol de e 338,12±1,4 g.L-1 para 313,6±0,9 g.L-1 quando comparado o controle com o 2769 

tratamento enzimático (tabela 1). O aumento da produtividade da fermentação também foi 2770 

observado por LIU et al. (2017) através da introdução de plasmídeos produtores de celulases 2771 

em  de  Saccharomyces cerevisiae. XIAO et al. (2019) demonstraram que cepas modificadas 2772 

geneticamente de Saccharomyces cerevisiae com capacidade de produzir celulases e xilanases 2773 

apresentam rendimento maior em relação à produção de etanol do que cepas que produzem 2774 

exclusivamente celulases.   2775 

Tabela 1. Quantificação do teor alcoólico e da concentração de etanol na fração coração das 2776 

cachaças submetidas ao tratamento com o extrato enzimático bruto de Streptomyces sp. I7 2777 

(1:1000) e cachaça controle obtidos por ressonância magnética nuclear H1.   2778 

Componentes Cachaça com tratamento enzimático Cachaça controle 

Teor alcóolico (%) 42,8 39,7 
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Etanol (g.L-1) 338,12±1,4 313,6±0,9 

Em relação ao perfil de compostos secundários (Tabela 2) foi observada a redução de 2779 

91% na acidez volátil (expressa em ácido etanóico) no tratamento enzimático quando 2780 

comparado ao controle. Em pH baixo, o ácido acético está principalmente em sua forma 2781 

lipofílica não dissociada, que é capaz de se difundir através da membrana celular das leveduras. 2782 

Uma vez dentro da célula, no citosol quase neutro, o ácido fraco se dissocia, levando à liberação 2783 

de prótons (H+) e do ânion ácido (CH3COO-). Consequentemente, o pH intracelular diminui e 2784 

a atividade metabólica celular é inibida e ocorre o acúmulo de acetato no interior da célula 2785 

também aumenta a pressão do turgor e o estresse oxidativo (MIRA; TEIXEIRA; SÁ-2786 

CORREIA, 2010). Altas concentrações de ácido acético e outros metabólitos tóxicos pode levar 2787 

à interrupção da fermentação ou à redução da produtividade do etanol (PALMA; GUERREIRO; 2788 

SÁ-CORREIA, 2018).  2789 

Em relação à presença de ésteres, verificou-se o aumento de 36% nos teores de ésteres 2790 

com o tratamento enzimático. Alguns ésteres em concentrações muito altas podem fornecem 2791 

aromas e sabores indesejados, como por exemplo, o odor de solvente gerado pelo acetato de 2792 

etila. Além disso, a presença de diferentes ésteres pode ter um efeito sinérgico e influenciar a 2793 

percepção sensorial geral, mesmo em concentrações individuais  baixas (LOVISO; LIBKIND, 2794 

2018). Segundo SAERENS et al. (2010) a síntese de éster depende de três fatores: a 2795 

concentração do componente acil-coenzima A (CoA), o etanol e a atividade das enzimas 2796 

envolvidas em sua síntese e hidrólise. Portanto, a maior concentração de etanol pode ter 2797 

influenciado a síntese de ésteres na cachaça tratada enzimaticamente. 2798 

Quanto aos aldeídos verificou-se uma ligeira redução de 8,8±0,3 para 8,1±0,2 mg .100 2799 

ml de álcool anidro-1, quando comparados o controle e a cachaça tratada enzimaticamente, o 2800 

que corresponde a uma redução de 8%. Segundo XU et al. (2019) a fermentação alcoólica é um 2801 
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processo redox-neutro, onde a formação de etanol a partir do açúcar fermentado não pode 2802 

causar uma perturbação drástica da razão NADH/NAD+. BALASUBRAMANIAM et al. (2019) 2803 

mostraram que uma maior proporção intracelular de NADH/NAD+ em S. cerevisiae ativou a 2804 

via de síntese do etanol, acelerando a redução do acetaldeído acumulado em etanol durante o 2805 

período de alta formação de espuma. O processo fermentativo utilizando enzimas ativas pode 2806 

ter alterado este balanço NADH/NAD+ justificando não só a redução dos teores de aldeídos 2807 

como também justificando o aumento da concentração de etanol.  2808 

Não foram detectados sinais correspondentes aos compostos furfural, 2809 

hidroximetilfurfural (5-HMF) e acroleína nas cachaças analisadas neste trabalho. Tal fato 2810 

sugere a produção de bebidas com maior qualidade , pois na indústria de alimentos, o teor de 2811 

furfurais e 5-HMF é considerado um indicador de qualidade, pois  fornecem evidências de 2812 

superaquecimento durante o processamento ou condições inadequadas de armazenamento 2813 

(ROS-POLSKI; POPOVIĆ; KOUTCHMA, 2016). A acroleína é gerada como produto de 2814 

degradação térmica de vários precursores, como glicerol, aminoácidos, carboidratos e 2815 

triglicerídeos ou pela atividade metabólica de microrganismos (HERNANDES et al., 2020).  2816 

Observou-se ainda a redução dos teores de metanol de 0,60±0,1 para 0,2±0,1 mg .100 2817 

ml de álcool anidro-1, o que corresponde a uma redução de 200% quando comparados os teores 2818 

presentes na cachaça controle e na cachaça com tratamento enzimático. O metanol é um 2819 

composto tóxico produzido através da desmetoxilação da pectina durante as diferentes etapas 2820 

da produção de bebidas e está relacionado a tratamentos térmicos ou enzimáticos (HANG; 2821 

WOODAMS, 2010). CHAIYASUT et al. (2013) relataram como fatores que afetam a produção 2822 

de metanol foram o tamanho e idade da matéria-prima, temperatura de esterilização, conteúdo 2823 

de pectina e atividade de pectina metilesterase (PME). A PME tem atividade máxima em faixas 2824 

de temperatura entre 50 e 60 °C, temperatura utilizada para a o tratamento enzimático. Diversos 2825 
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autores demonstraram a capacidade de produção de pectinases por bactérias do gênero 2826 

Streptomyces, e a ação destas poderia  justificar a redução da produção de metanol na cachaça 2827 

produzida com tratamento enzimático (AMIN; BHATTI; BILAL, 2019; RUIZ et al., 2017; 2828 

SPASIC et al., 2018).  2829 

O carbamato de etila (CE) ou uretano foi detectado em muitos produtos alimentícios 2830 

fermentados  e bebidas alcoólicas, como queijo, pão, iogurte, vinho, uísque, molho de soja etc. 2831 

(GOWD et al., 2018; LI et al., 2017). A síntese de CE está relacionada à presença de alguns 2832 

precursores como glicosídeos cianogênicos, ureia, arginina e citrulina e a fatores como 2833 

temperatura, acidez e propriedades dos microrganismos utilizados na fermentação (WEBER; 2834 

SHARYPOV, 2009; ZHAO et al., 2013). LIU et al. (2012) demonstraram que o tratamento 2835 

enzimático com urease reduziu os níveis de ureia e consequentemente a redução nos teores de 2836 

CE. Neste trabalho pode se verificar a redução em 15% quando comparado o controle com o 2837 

tratamento enzimático (de 3,8±0,1 μg.L-1 para 3,3±0,2 μg.L-1)' 2838 

Tabela 2. Quantificação de congêneres e contaminantes nas cachaças produzidas com e sem o 2839 

tratamento enzimático a partir do método ERETIC.  2840 

 Cachaça com tratamento 

enzimático 

Cachaça controle Valor 

máximo 

Acidez total 70,2±0,3 134,5±0,8 150 

Ésteres totais 9,7±0,2 6,2±0,3 200 

Aldeídos totais 8,1±0,2 8,8±0,3 30 

Furfural 

Hidroximetilfurfural 

traços (não quantificável) traços (não 

quantificável) 

5 

Metanol 0,2±0,1 0,60±0,1 20 

Carbamato de Etila 3,3±0,2 3,8±0,1 150 

Acroleína traços (não quantificável) traços (não 

quantificável) 

360 

Acidez volátil, expressa em ácido etanóico em mg/100 ml de álcool anidro. Ésteres totais, expressos em 2841 
acetato de etila, em mg/100 ml de álcool anidro. Aldeídos totais, em acetaldeído em mg/100 ml de álcool anidro. 2842 
Soma de Furfural e Hidroximetilfurfural, em mg/100 ml de álcool anidro. Álcoois superiores soma dos álcoois 2843 
isobutílico (2-metil-propanol), isoamílicos (2-metil -1-360- butanol +3 metil-1-butanol) e n-propílico (1- 2844 
propanol), em mg /100 ml de álcool anidro. Álcool metílico em mg/100 ml de álcool anidro. Carbamato de etila 2845 
em μg.L-1. Acroleína (2-propenal) em mg/100ml de álcool anidro. Valores máximos determinados pela 2846 
INSTRUÇÃO NORMATIVA Nº 13, DE 29 DE JUNHO DE 2005.  2847 

 2848 
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CONCLUSÃO 2849 

Foi constatado o isolamento de uma cepa de levedura selvagem com características 2850 

morfológicas sugestivas de Saccharomyces cerevisiae necessitando a realização de testes 2851 

moleculares para confirmação. O tratamento enzimático da cachaça alterou o processo 2852 

fermentativo e aumentou a produtividade em relação à concentração de etanol. A sacarificação 2853 

e fermentação simultâneas promoveram ainda a melhoria nos atributos de qualidade da cachaça 2854 

através da redução da acidez, metanol e carbamato de etila e aumentou o teor de ésteres. Este 2855 

processo poderia ser ainda utilizado na produção de bioetanol combustível  2856 
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 3252 

Resumo: O gengibre é uma especiaria muito utilizada na medicina popular devido ao seu alto 3253 

teor de compostos fenólicos e consequentemente atividade antioxidante. Este trabalho teve por 3254 

objetivo avaliar o uso de extrato enzimático bruto obtido de Streptomyces sp. I7 em associação 3255 

ao ultrassom na promoção de incorporação de compostos fenólicos em cachaças. Todos os 3256 

modelos de regressão múltipla ajustados para pH, luminosidade, açúcares redutores, fenólicos 3257 

totais, ácido gálico e vanilina foram significativos (p<0,05), explicando de 75 a 96% das 3258 

respostas. Verificou-se através das análises de superfície de resposta que o pH, compostos 3259 

fenólicos totais, ácido gálico e vanilina foram influenciadas pelo número de unidades 3260 

mailto:menandesneto@gmail.com
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enzimáticas utilizadas do extrato e pela concentração de gengibre. Além disso, a Luminosidade 3261 

e a vanilina foram influenciados pelas variáveis número de unidades enzimáticas e intensidade 3262 

do ultrassom. No mais os modelos ajustados foram preditivos para: pH; açúcares redutores; 3263 

fenólicos totais e vanilina e apresentaram 99,67%, 96.55%, 98,85% e 96.67% de 3264 

compatibilidade, respectivamente. Ao utilizar como parâmetros a concentração de gengibre 3265 

maior que 3 g‧100 g-1, número de unidades enzimáticas entre 10 e 13 UI.mL-1 e  intensidade do 3266 

ultrassom entre 50 e 70% foi produzida uma cachaça com cor mais amarelada, com açúcares 3267 

redutores próximo a 2 mg.mL-1  , concentração de fenólicos totais aproximada de 28 mgEq.mL-3268 

1, ácido gálico próximo a 0,8 mg.L-1, ácido caféico próximo a 0,7 mg.L-1e vanilina próxima a 3269 

0,6 mg.L-1. A incorporação de compostos fenólicos em cachaças através do método de extração 3270 

proposto foi capaz de gerar cachaças com alto teor de compostos fenólicos e possivelmente 3271 

características sensoriais distintas.  3272 

Palavras chave: Ácido gálico, vanilina, ácido caféico, açúcares redutores e cachaça 3273 

Introdução 3274 

 3275 

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe), uma planta medicinal perene, nativa da região 3276 

da floresta tropical da família Zingiberaceae (OYEDOH; EKHORUGUE; AYODELE, 2020). 3277 

Seu cultivo e amplamente utilizado há mais de 2000 anos na China como tempero e como 3278 

substância importante na medicina tradicional chinesa. Muitos estudos relatam efeitos 3279 

terapêuticos do gengibre e seu extrato, como antioxidante, antibacteriano, antifúngico, anti-3280 

inflamatório, neuro protetor, antiemético e demonstrou efeitos benéficos na síndrome 3281 

metabólica (OSAE et al., 2019; SEMWAL et al., 2015; ZHANG et al., 2017).  3282 

Esses efeitos terapêuticos são associados a abundância de compostos bioativos no 3283 

gengibre, como compostos fenólicos e terpenos. Os principais compostos fenólicos no gengibre 3284 

são gingeróis, shogaols e paradóis. No gengibre fresco, os gingerol são os principais polifenóis, 3285 
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como 6-gingerol, 8-gingerol e 10-gingerol. Existem também muitos outros compostos fenólicos 3286 

no gengibre, como quercetina, zingerona, vanilina, gengenona-A, 6-desidrogingerdiona, ácido 3287 

gálico e ácido caféico. Outros compostos bioquímicos como polissacarídeos, lipídios, ácidos 3288 

orgânicos e fibras brutas também estão presentes no gengibre (GHAFOOR et al., 2020; MAO 3289 

et al., 2019). 3290 

Os métodos convencionais de extração, como a destilação a vapor ou a extração com 3291 

solvente orgânico, apresentam algumas desvantagens, como o uso de condições de alta 3292 

temperatura que podem levar à degradação de compostos termolábeis, produção de resíduos 3293 

tóxicos e baixa seletividade do processo de extração de compostos fenólicos (SALEA; 3294 

VERIANSYAH; TJANDRAWINATA, 2017). Para contornar esses problemas métodos de 3295 

extração físicos e químico/enzimáticos têm sido utilizados. Uma vez que promovem o aumento 3296 

do rompimento da parede celular, permitindo a liberação de compostos bioativos. Dentre os 3297 

métodos físicos destacam-se: a sonicação, maceração, congelamento e descongelamento. 3298 

Métodos físicos e enzimáticos, como utilização de ultrassom e enzimas tem sido bastante 3299 

empregados por aumentar o rendimento da extração e evitar a degradação de produtos 3300 

termolábeis (TAVANANDI; RAGHAVARAO, 2020; ZHOU et al., 2019).  3301 

A parede celular vegetal é composta por um rígido complexo de carboidratos (celulose, 3302 

hemicelulose, xilana, pectina e lignina). A degradação da parede celular requer a ação conjunta 3303 

de diferentes enzimas. Muitos autores utilizam para a extração de compostos bioativos enzimas 3304 

isoladas e purificadas porém a utilização de extratos brutos contendo um conjunto de enzimas 3305 

pode ser mais eficaz em degradar a parede celular (BROXTERMAN; SCHOLS, 2018; REIS et 3306 

al., 2018).  3307 

O extrato bruto de Streptomyces sp. isolados do solo do Cerrado e por este motivo, 3308 

sujeito a altas temperaturas é capaz de produzir extratos enzimáticos com atividades de 3309 

celulases, xilanases, avicelase e FPase com alta produtividade, termo estabilidade e capacidade 3310 
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de atuar em ampla faixa de pH (BRITO-CUNHA et al., 2013; BRITO-CUNHA et al., 2015; 3311 

GAMA et al., 2019).  3312 

As celulases promovem a hidrólise da celulose para gerar monômeros de glicose 3313 

(MARQUES et al., 2017). As endo-1,4-β-glucanases (EG) clivam as ligações β-1,4-glicosídicas 3314 

intramoleculares nas regiões amorfas da fibra de celulose, provocam rupturas na estrutura da 3315 

celulose. As xilanases despolimerizam a xilana presente na fração de hemicelulose da parede 3316 

celular da planta (MAULANA HIDAYATULLAH et al., 2020). A ação xilanolítica consiste 3317 

na sinergia entre as endoxilanases (1,4-β-d-xilan xilano-hidrolase, EC 3.2.1.8) e as β-3318 

xilosidases (β-d-xilosídeo xilo-hidrolase, EC 3.2.1.37) (DE ALMEIDA ANTUNES FERRAZ 3319 

et al., 2018).  3320 

O tratamento com ultrassom de baixa frequência tem sido utilizado para melhorar os 3321 

processos biotecnológicos através dos efeitos da cavitação acústica na estrutura da enzima e a 3322 

transferência de massa devido à turbulência local. As enzimas proteolíticas, como a pepsina, 3323 

tiveram a atividade catalítica melhorada após a exposição ao ultrassom promovida por 3324 

alterações conformacionais no dobramento, na ligação e na estrutura, com efeito mais 3325 

pronunciado em estruturas secundárias e terciárias (COSTA-JUNIOR et al., 2020). 3326 

O processo de maceração de frutas é em soluções hidroalcóolicas compreende uma das 3327 

etapas de produção de licores. No Brasil, esta prática utiliza raízes, flores, frutos e madeiras 3328 

com o intuito não somente de a agregação de aromas e sabores melhorando a palatabilidade de 3329 

bebidas mas também para a extração de compostos bioativos na medicina popular (DA SILVA 3330 

MIGUÉIS et al., 2018; QIAN; HUGHES; CADWALLADER, 2019).  3331 

Este trabalho tem como objetivo avaliar o impacto da extração assistida por método 3332 

combinado utilizando de ultrassom de baixa frequência e extrato enzimático obtido pelo 3333 

Streptomyces sp. I7 na extração e incorporação de compostos fenólicos de gengibre em cachaça 3334 

comercial não envelhecida.  3335 
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Material e Métodos 3336 

 3337 

Material  3338 

As raízes de Zengiber officinale foram adquiridas no comércio local em Goiânia-GO. 3339 

Foram armazenadas em sacos plásticos, mantidas em temperatura ambiente e transportadas até 3340 

o Laboratório de Bioquímica e Engenharia Genética da Universidade Federal de Goiás. As 3341 

cachaças comerciais 51 (Pirassununga, SP-Brasil) foram adquiridas no comércio local. Foram 3342 

utilizados os reagentes: ácido acético, ácido 3,5 dinitrosalicílico, metanol e Tween 80 Sigma 3343 

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Os padrões xilana bechoowd (Sigma®), 3344 

carboximeticelulose, ácido gálico, ácido caféico e vanilina da Merck (Darmstadt-Germany).  3345 

Processamento das raízes 3346 

As raízes foram lavadas e sanitizadas com solução de hipoclorito de sódio a 200 ppm 3347 

por 15 min, descascadas e cortadas manualmente em pedaços menores e por fim trituradas em 3348 

liquidificador. O material processado foi então colocado em potes de plástico, e adicionado do 3349 

extrato enzimático conforme o delineamento experimental, em seguida, as soluções foram 3350 

incubadas em shaker 80 rpm, 30 °C por 2 horas. Por fim, adicionou-se 150 ml de cachaça em 3351 

todas as amostras, e estas foram sonicadas conforme o delineamento.  3352 

Microrganismos, Fermentação Semi-Sólida e obtenção de extrato enzimático 3353 

O Streptomyces sp. foi isolado conforme BRITO-CUNHA et al. (2013). Uma cepa de 3354 

Streptomyces sp. denominada cepa isolada número sete (I7) foi usada para produzir os extratos 3355 

enzimáticos. Os esporos de Streptomyces sp. I7 foram cultivados na placa de cultura bacteriana 3356 

e distribuídos em cinco colônias em meio Pridham (PRIDHAM et al., 1957) (4 gL-1; extrato 3357 

de malte 10 gL-1; sacarose 4gL-1 e ágar 20 gL -1), durante 3 dias em estufa a 37 ± 1  °C. Uma 3358 

placa foi removida e foram adicionados 10 ml de água em autoclave e os esporos foram obtidos 3359 

utilizando uma alça de vidro. Esporos de Streptomyces sp. I7 foram inoculados em Erlenmeyer 3360 
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contendo 15 ml de meio mínimo (Na2HPO4 - 7.0 gL- 1; K2HPO4 - 3.0 gL- 1 NaCl - 0.5 gL- 1; 3361 

NH4Cl - 1.0 gL- 1) previamente autoclavado e 5 g de substrato de farelo de trigo. No final do 3362 

período de incubação de 5 dias a 37  °C, foram adicionados 50 ml de água e 50 ml de Tween-3363 

80 (0,1 g·100 g-1), centrifugados a 7500 g durante 15 min a 4  °C e em seguida, o sobrenadante 3364 

(extrato enzimático) foi armazenado sob congelamento (-20  °C ± 1) até que os ensaios fossem 3365 

realizados. A atividade da carboximetilcelulase (CMCase-endoglucanase) foi avaliada através 3366 

da incubação de 50 μl do extrato bruto com 50 μl de carboximetilcelulose (CMC) diluída em 3367 

tampão de citrato de sódio a 1% (pH 4,8) por 60 minutos a 50 °C em um termociclador ( Bio - 3368 

Rad, Berkeley, Califórnia, EUA, termociclador T100) (Hansen et al., 2015). A atividade da 3369 

xilanase foi avaliada incubando 10 μl do extrato bruto com 90 μl de xilano de madeira de faia 3370 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) diluído em tampão de citrato de sódio a 1% (pH 4,8) a 3371 

50 °C por um período de 5 min. As amostras foram incubadas a 100 °C, com 100 μl de ácido 3372 

3,5-dinitrosalicílico (DNS) para medir a quantidade de açúcares redutores liberados 3373 

(RAMADA., 2010). Uma curva padrão para xilose foi preparada em concentrações de 0,3 a 4,2 3374 

mg. mL-1. Uma unidade de atividade (UI) correspondia a 1 μM de glicose (CMCase) ou xilana 3375 

(xilanase) liberada por minuto. 3376 

Delineamento rotacional central composto para modificação física 3377 

Delineamento rotacional central composto foi utilizado, com três variáveis (X1= 3378 

intensidade do ultrassom, que variou de 25 a 99% onde % é referente a variação de potência 3379 

total do equipamento em w‧cm-2; X2=  UI/mL, unidades enzimáticas de CMCase por mL do 3380 

extrato enzimático bruto; e X3= percentual de massa  utilizado da raiz) (Tabela 1). Foi utilizado 3381 

um ultrassom de baixa frequência (Eco-sonics, QR500, Indaiatuba, Brasil), com 20 KHz, 500W 3382 

de potência, ponteira de titânio macro (13 mm de diâmetro). Assim, 150 mL das soluções de 3383 

cachaça (hidro alcoólicas) contendo os extratos enzimáticos e as raízes maceradas a 25 °C foram 3384 
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submetidas a sonicação por 5 minutos conforme o delineamento, aferindo-se a temperatura ao 3385 

final do tratamento. 3386 

Tabela 1. Delineamento rotacional central composto utilizado: X1 = intensidade do ultrassom, 3387 

que variou de 25 a 99%; X2 = UI/mL, unidades enzimáticas de CMCase e xilanase; e X3 = 3388 

percentual de massa de gengibre. 3389 

Tratamento 
Variáveis codificadas Variável real 

X1 X2 X3 X1 X2 X3 

1 -1 -1 -1 40 7,028 0,82 

2 1 -1 -1 84 7,028 0,82 

3 -1 1 -1 40 12,97 0,82 

4 1 1 -1 84 12,97 0,82 

5 -1 -1 1 40 7,028 3,18 

6 1 -1 1 84 7,028 3,18 

7 -1 1 1 40 12,97 3,18 

8 1 1 1 84 12,97 3,18 

9 -1,682 0 0 25 10 2 

10 1,682 0 0 99 10 2 

11 0 -1,682 0 62 5 2 

12 0 1,682 0 62 15 2 

13 0 0 -1,682 62 10 0,25 

14 0 0 1,682 62 10 4,25 

15 0 0 0 62 10 2 

16 0 0 0 62 10 2 

17 0 0 0 62 10 2 

18 0 0 0 62 10 2 

19 0 0 0 62 10 2 

 3390 

Atividade enzimática em cachaça 3391 

A avaliação de possível alteração nas atividades enzimáticas em presença de cachaça 3392 

comercial 51 (Pirassununga, SP-Brasil) foi realizada conforme descrito no item acima com a 3393 

adição de 100 µL de cachaça. No controle foram adicionados 100 µL de água. Posteriormente 3394 

as atividades de celulases e xilanases foram realizadas conforme (controle). Posteriormente as 3395 

atividades de celulases e xilanases foram realizadas conforme GHOSE (1987); RAMADA et 3396 

al. (2010) e ADNEY , BAKER (1996), posteriormente o valor da atividade detectada foi 3397 

multiplicado pelo fator de diluição promovido ao acrescentar o volume de cachaça e água. 3398 

 3399 
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Análise do pH 3400 

O pH foi mensurado utilizando um potenciômetro (Tecnal, TEC-51, Piracicaba, Brasil) 3401 

com inserção direta do eletrodo na solução conforme descrito por AOAC (2012).  3402 

Cor instrumental 3403 

Os parâmetros instrumentais de cor foram analisados através de colorímetro (Bankinh 3404 

Meter Minolta, BC-10, Ramsey, USA). O aparelho foi ajustado em refletância, com especular 3405 

incluída, utilizando-se padrão branco nº C6299 de 03/96 e amostra em cubeta de vidro limpo 3406 

de 10 mm de caminho ótico, com campo de análise de 1 polegada. Também foram calculados 3407 

a croma (saturação da cor) e o ângulo Hue (tonalidade ou matriz) (Equações 1 e 2, 3408 

respectivamente). 3409 

𝐶∗ =  √𝑎 ∗2+ 𝑏∗2                                      (Equação 1) 3410 

𝐻∗ =  tan−1(
𝑏∗

𝑎∗)                                              (Equação 2) 3411 

Açúcares redutores 3412 

Os teores de açúcares totais redutores foram determinados segundo metodologia de 3413 

(MILLER, 1959), que se baseia na redução do ácido 3,5 – di-nitro salicílico a ácido 3-amino–3414 

5–nitro salicílico. A leitura foi realizada em espectrofotômetro (Ultrospec, 2.000 UV/Visível, 3415 

Cambridge, Inglaterra), usando solução de glicose como padrão. 3416 

Compostos fenólicos totais 3417 

O teor de compostos fenólicos totais foi determinado utilizando o reagente Folin-3418 

Ciocalteau. Este é uma solução de íons poliméricos formados a partir dos ácidos fosfomolibdico 3419 

e fosfotungstico, que oxidam os fenolatos, reduzindo-os a ácidos, formando um complexo de 3420 

cor azul (Mo-W), que pode ser lido em espectrofotômetro a um comprimento de onda de 740 3421 

nm em espectrofotômetro (Ultrospec, 2.000 UV/Visível, Cambridge, Inglaterra). Os dados 3422 

foram expressos em mg equivalentes de ácido gálico.mL-1 (SINGLETON; ORTHOFER; 3423 

LAMUELA-RAVENTÓS, 1999).  3424 
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Perfil de compostos fenólicos por HPLC 3425 

A quantificação e identificação dos compostos fenólicos foi realizada em cromatógrafo 3426 

líquido de alta eficiência (HPLC-DAD/UV-Vis) modelo Shimadzu (Shimadzu Corporation, 3427 

Kyoto, Japão) equipado com quatro bombas de alta pressão (modelo LC-20AT), com um 3428 

detector de arranjo de diodos (modelo SPD-M20A), desgaseificador (modelo DGU20A5), 3429 

interface de CBM-20A, forno CTO-20AC e amostrador automático (modelo SIL20A). As 3430 

separações foram realizadas usando uma coluna Shimadzu Shim-pack ODS GVPC18 (4,6 x 3431 

250 mm, 5 mm) ligada a uma pré-coluna (Shimadzu-pack ODS GVP-C18, 4,6 x 10 mm, 5µm). 3432 

A fase móvel constituiu-se de 2% (v/v) de ácido acético em água deionizada (Fase móvel A) e 3433 

70:28:2 (v/v) de metanol/água/ácido acético (Fase móvel B), a uma taxa de fluxo de 1,0 3434 

mL.min-1 com um programa de eluição de gradiente e tempo de execução de 65 minutos. O 3435 

volume de injeção foi de 20 µL. Os compostos fenólicos foram detectados a 280 nm. As 3436 

soluções padrão foram diluídas em metanol e as curvas de calibração obtidas a partir de injeções 3437 

de dez concentrações diferentes, em duplicata. Os compostos fenólicos foram identificados por 3438 

comparação dos tempos de retenção dos picos amostrais com os de padrões disponíveis. Os 3439 

resultados foram expressos em mg do composto fenólico.L-1 da amostra. 3440 

Análises estatísticas 3441 

Os dados foram avaliados por análise de variância múltipla, e os modelos ajustados e 3442 

visualizados por meio de gráficos de superfície de resposta através do software Statistic 10®. 3443 

Os modelos foram validados em ensaio com três repetições, usando os pontos centrais. 3444 

Resultados e Discussão 3445 

Todos os modelos de regressão múltipla ajustados para pH, luminosidade, açúcares 3446 

redutores, fenólicos totais, ácido gálico e vanilina foram significativos (p<0,05), explicando de 3447 

75 a 96% das respostas, e com falta de ajuste significativa, exceto para o pH (Tabela 2). 3448 
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Entretanto, quando o quadrado médio do erro experimental é muito maior que o quadrado 3449 

médio do resíduo (<5%), a falta de ajuste pode ser considerada irrelevante (TASSI et al., 2019), 3450 

e a princípio os modelos considerados preditivos. 3451 

Para as variáveis de cor instrumental cromaticidade a e ângulo hue não foi possível 3452 

ajustar os modelos (p>0,05 para todos os componentes). Em relação a cromaticidade b, C e 3453 

ácido caféico foi possível ajustar os modelos no entanto apresentaram valores de R2  de 0,597, 3454 

0,60 e 0,58 respectivamente. Portanto, considerados não significativos.  3455 

Tabela 2. Modelos significativos ajustados (p<0,05) validação dos modelos para as variáveis 3456 

pH, luminosidade (L), açúcares redutores, Fenólicos Totais, Ácido Gálico e Vanilina para 3457 

avaliação dos impactos da utilização do extrato enzimático bruto obtido a partir do 3458 

Streptomyces sp. I7 e  ultrassom por 5 minutos em solução hidroalcóolica (40%) de gengibre, 3459 

onde X1= intensidade do ultrassom (%); X2= unidade enzimática UI/mL; X3= concentração 3460 

de gengibre (g‧100g-1) 3461 

Característica Modelo R2 p 
Lack 

of fit 

Valor 

mensurado 

Valor 

predito 

% de 

erro 

pH 
Y= 5,99 + 0,05X2 + 0,20X3 - 

0,08X3
2 

0,94 0,005 0,000ns 5,99 6,010 0,33% 

L* 

Y= 93,41- 0,96X1
2 -1,39X2 - 

1,0X2
2 - 0,68X3

* + 1,22X1X3 + 

1,01 X2X3
* 

0,75 0,05 0,000s 7,703 6,59 14,44% 

Açúcares 

redutores 

(mg.mL-1) 

Y= 1,07 – 0,072X1
*+ 0,079X1

2* 

+ 0,66X3 

0,96 0,05 0,000s 1,129 1,09 3.45% 

Fenólicos 

totais (mg.mL-

1) 

Y= 31,78 - 0,99X1
2 + 1,37X2 - 

0,99X2
2 + 3,94X3 – 4,61X3

2 
0,95 0,02 0,009s 

32,152 

31,78 1,15% 

Ácido gálico 

(mg.L-1) 

Y= 0,44 – 0,07X2
2 + 0,15X3 - 

0,06X1X3 

0,78 0,005 0,000s 0,475 0,44 7,36% 

Vanilina 

(mg.L-1) 

Y= 0,29 + 0,10X3 + 0,03X3
2 + 

0,03X1X2
* 

0,79 0,05 0,000s 0,300 0,29 3,33% 

* p< 0,10, mantidos na equação ajustada por melhorar o valor de r2. 3462 

Validação de modelos 3463 

No ensaio de validação dos modelos, verificou-se que aqueles para pH, açúcares 3464 

redutores, Fenólicos totais, e vanilina apresentaram 99,67%, 96.55%, 98,85% e 96.67% de 3465 

compatibilidade, respectivamente (Tabela 2). Portanto, com excessão aos modelos para 3466 
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luminosidade (L*) e ácido gálico, os modelos foram considerados preditivos, pois apresentaram 3467 

erro menor que 5%. 3468 

Atividade enzimática em cachaça 3469 

Inibidores enzimáticos são substâncias capazes de interferir, de maneira específica, na 3470 

taxa de catálise enzimática, retardando ou reduzindo o processo ou a especificidade biológica 3471 

da reação (MARQUES; YAMANAKA, 2008). Em relação a atividade enzimática em cachaça 3472 

pode ser observada a redução de 50% na atividade da celulase em cachaça (35,47 ± 1,22 para 3473 

17,44 ± 0,40) enquanto para a xilanase a redução foi em torno de 33% (9,18 ± 0,28 para 6,06 ± 3474 

0,13) conforme figura 1. 3475 

Celulases e xilanases têm sido amplamente utilizadas no tratamento enzimático de 3476 

material lignocelulósico para produção de etanol de segunda geração. Apesar disto a 3477 

degradação deste material pode liberar compostos que irão inibir a atividade desta enzima ou 3478 

ainda a fermentação (BAJAJ; MAHAJAN, 2019). 3479 

JING; ZHANG , BAO (2009) relataram que a inibição da atividade enzimática por 3480 

etanol é um problema comum na utilização de processos que envolvam a sacarificação e 3481 

fermentação simultâneas (SSF). Altas concentrações de etanol foram sugeridas por MARIÑO; 3482 

FREITAS , MIRANDA (2015) e COSTA; FARINAS , MIRANDA (2018) como estratégia 3483 

para recuperação de xilanases pois em altas concentrações a estrutura enzimática sofreria 3484 

modificações devido as interações com o etanol, induzindo a redução da atividade e sua 3485 

precipitação. 3486 

 3487 
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Figura 1 Atividades enzimáticas para celulases e xilanases obtidas através da fermentação de farelo de trigo por 3489 
Streptomyces sp. I7 a 37 °C por 5 dias (controle) e atividades enzimáticas do estrato bruto em cachaça. 3490 
 3491 

O trabalho de  TAKAGI (1984) apresentou o butanol, etanol e a glicose como fortes 3492 

inibidores de celulases em fermentação com Trichoderma reesei QM9414. Já GHOSH; 3493 

PAMMENT , MARTIN (1982) relataram que não houve efeito inibitório na celulase de T. 3494 

reesei QM9414 quando a concentração de etanol estava abaixo de 7,5 g.L-1, valores próximos 3495 

ao encontrado em caldo de cana fermentando. Considerando o teor alcoólico da cachaça (38 a 3496 

48%) bem maior do que no fermentado do caldo de cana (7,5 a 10%) pode se inferir que durante 3497 

a sacarificação e fermentação simultânea a redução da atividade enzimática foi menor. No 3498 

entanto, o trabalho de (QI et al., 2014)  relatou o aumento da atividade da celulase e a inalteração 3499 

da atividade de FPase e Xilanase. Essas discrepâncias se devem a diferentes condições 3500 

experimentais, enzimas obtidas de microrganismos diferentes e diferentes concentrações de 3501 

etanol utilizadas.  3502 

pH 3503 

Verificou-se que a atividade enzimática e a concentração de gengibre, contribuíram 3504 

conjuntamente para mudança do pH da mistura (Figura 2A, Tabela 2). Verificou-se também o 3505 
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aumento do pH em todos os experimentos promovidos. Houve variação de 0,57 unidades de 3506 

pH da mistura (5,62- 6,19). A figura sugere ainda que incrementos nessas variáveis resultariam 3507 

em maior variação do pH. O acréscimo de gengibre resultou no aumento do valor do pH 3508 

aproximando-se do valor do pH do rizoma de gengibre fresco (6,0). Maiores percentuais de 3509 

bebida de gengibre também levaram ao aumento do pH em néctar misto de gengibre e uva 3510 

(SANTOS et al., 2017; THOMPSON; WOLF; ALLEN, 1973).  3511 

vari3512 

 3513 
Figura 2. (A)Superfície de resposta do pH em relação ao número de unidades enzimáticas de celulase em extrato 3514 
enzimático bruto obtido a partir do Streptomyces sp. I7 (UI.mL-1) e concentração de gengibre (g 100 g-1).(B) 3515 
Diagrama de Pareto apresentando os fatores não ajustados e seu nível de significância (p<0,05). 3516 
 3517 

De acordo com a figura 2B observa-se que somente as variáveis concentração de gengibre e 3518 

numero de unidades enzimáticas  3519 

Cor instrumental 3520 

A cor é um dos parâmetros utilizados como indicador da qualidade de bebidas. Em 3521 

cachaças não envelhecidas é incolor, mas em cachaças flavorizadas ou envelhecidas tendem a 3522 

cores com tons amarelados (BOLINI-CARDELLO; FARIA, 1999). Em relação à análise 3523 

instrumental de cor observou-se que somente a luminosidade apresentou modelo ajustado com 3524 

R2 significativo (> 0,70). Pode se verificar que todas as variáveis observadas no modelo 3525 

contribuíram para a redução do valor de luminosidade (L*) (Tabela 2; Figura 3A). Ou seja, o 3526 
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aumento da intensidade do ultrassom, da quantidade de unidades enzimáticas utilizadas e da 3527 

concentração de gengibre aumentaram a quantidade de pigmentos liberados na cachaça, 3528 

deixando-a menos translucida. Em relação à cromaticidade b* e C* pode-se observar que o 3529 

aumento tanto do número de unidades enzimáticas quanto da concentração de gengibre 3530 

contribuiu para o aumento da saturação da cor e o aumento da tonalidade amarela 3531 

respectivamente. Dentre os diversos componentes presentes nos rizomas do gengibre, a 3532 

Curcumina, desmetoxicurcumina e 6-desidrogingerdiona foram identificados como os 3533 

principais compostos comuns que contribuem para a cor amarela e são sintetizados durante a 3534 

maturação do rizoma (APENDICE B) (IIJIMA; JOH, 2014) 3535 

 3536 
 Figura 3. (A) Superfície de resposta da luminosidade em relação ao número de unidades enzimáticas de celulase 3537 
em extrato enzimático bruto obtido a partir do Streptomyces sp. I7 (UI.mL-1) e a intensidade do ultrassom por 5 3538 
minutos. (B) Diagrama de Pareto apresentando os  fatores não ajustados e seus níveis de significância (p<0,05). 3539 
 3540 

Açúcares redutores 3541 

 3542 

O modelo ajustado para açúcares redutores demonstrou que a intensidade do ultrassom 3543 

afetou (efeito quadrático) a concentração de açúcares, de tal forma que as maiores 3544 

concentrações foram observadas nos pontos mínimos e máximos do delineamento. Por outro 3545 
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lado, a concentração de gengibre foi diretamente proporcional a concentração de açúcares 3546 

redutores, sendo que o aumento desta variável aumentou a concentração de açúcares na bebida 3547 

final. Os valores variaram de 0,161 a 2,176 mg.mL-1 (Figura 4). A parede celular é composta 3548 

pelos polissacarídeos: celulose (9 a 25%); hemicelulose (25 a 50%) e pectina (10 a 35%) 3549 

(SCHWEIGGERT et al., 2008). O ultrassom  através da cavitação, ondas de choque e 3550 

fenômenos de mistura induzem a fragmentação de partículas biológicas e danos à estrutura 3551 

celular levando à quebra das ligações glicosídicas e o aumento de açucares redutores (WANG 3552 

et al., 2019). O aumento de açúcares redutores com a utilização combinada de enzima 3553 

lignolíticas e ultrassom foi verificado por  PATIL; JOSHI , GOGATE (2019) e DE 3554 

CARVALHO SILVELLO; MARTÍNEZ , GOLDBECK (2019) ao avaliar serragem e bagaço 3555 

de cana, respectivamente. Outro possível fator que pode ter contribuído é o possível sinergismo 3556 

entre a combinação de métodos não térmicos de extração como ultrassom e enzimas. O 3557 

ultrassom e a cavitação aumentam o número de colisões no processo enzimático através de 3558 

convecção intensa no meio gerado pela cavitação transitória e aumentam a eficiência da 3559 

degradação aumentando a interação entre a enzima e as moléculas orgânicas (CHAKMA et al., 3560 

2020). Além disso, o rizoma de gengibre contém aproximadamente 11,4% de amido, o que 3561 

certamente contribuiu para o aumento dos açúcares (OLIVEIRA et al., 2019). 3562 
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 3563 

Figura 4. (A) Superfície de resposta de açúcares redutores em relação a concentração de gengibre e a intensidade 3564 
aplicada do ultrassom por 5 minutos. (B) Diagrama de Pareto apresentando os  fatores não ajustados e seus níveis 3565 
de significância (p<0,05). 3566 
 3567 
 3568 
 3569 

Fenólicos totais 3570 

 3571 

O modelo para o conteúdo de fenólicos no produto tratado foi influenciado 3572 

significativamente por todos os parâmetros avaliados: efeito quadrático negativo para a 3573 

intensidade de aplicação do ultrassom, ou seja maiores valores nas extremidades do 3574 

delineamento; efeito lineares positivos para a concentração de gengibre e de enzimas 3575 

adicionados, refletindo um aumento no conteúdo de fenólicos com o aumento destes; efeitos 3576 

quadráticos negativos  e para a concentração de gengibre e de enzimas adicionados, resultando 3577 

em uma região ótima, para maior extração (Tabela 2, Figura 5).  3578 
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 3579 

  3580 

Figura 5. (A) Superfície de resposta do fenólicos totais em relação ao número de unidades enzimáticas de celulase 3581 
em extrato enzimático bruto obtido a partir do Streptomyces sp. I7 (UI.mL-1) e concentração de gengibre (g‧100g-3582 
1). (B) Diagrama de Pareto apresentando os  fatores não ajustados e seus níveis de significância (p<0,05) 3583 
 3584 
 3585 
 3586 

Os valores encontrados estão entre 10,849 e 32,152 mg.mL-1. Ao avaliar o uso de 3587 

ultrassom na recuperação de compostos fenólicos em gengibre, SASIKALA et al. (2017) 3588 

atingiram valores médios de 5 mg.mL-1 índices menores que os encontrados neste trabalho. 3589 

Verificou-se ainda que as maiores concentrações de compostos fenólicos são obtidas quando o 3590 

número de unidades enzimáticas está entre 10 e 13 UI.mL-1 e concentração de gengibre maior 3591 

que 2 gramas (Figura 5). 3592 

O aumento da extração de compostos fenólicos está associado à ruptura da parede 3593 

celular pela ação combinada da atividade enzimática e o ultrassom. Uma vez que estes 3594 

compostos ocorrem tanto na forma solúvel quando conjugados com glicosídeos (flavonóides) 3595 

quanto na forma insolúvel (ácidos fenólicos), sendo os insolúveis os mais abundantes. Os fenóis 3596 

insolúveis estão ligados covalentemente aos componentes das paredes celulares - celulose, 3597 
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hemicelulose, lignina e pectina. Os ácidos fenólicos são ligados à lignina através dos grupos 3598 

hidroxila de seus anéis aromáticos, e a vários polissacarídeos e outras proteínas através de 3599 

ligações éster (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014). 3600 

O aumento do rendimento da extração de compostos fenólicos também foi observado 3601 

por CHEN et al. (2011) ao utilizar  celulase obtida de Penicillium decumbens ao avaliar a  3602 

degradação da parede celular das folhas de Ginkgo biloba L aumentando em 31% a extração de 3603 

compostos fenólicos, ainda promoveu maior transglicosilação de flavonoides aumentando a 3604 

polaridade destes compostos. Efeitos semelhantes foram obtidos por NAGENDRA CHARI et 3605 

al. (2013) ao comparar a extração de óleo resina e 6-gingerol assistida por celulase em gengibre 3606 

(Zingiber officianlis Roscoe), quando comparada à aplicação de α-amilase, pectinase ou 3607 

protease. SWER et al. (2016) também observaram aumento da produção de antocianina após 3608 

amostras de frutos de Sohiong (Prunus nepalensis L.) serem submetidas à extração com 3609 

celulase.  3610 

A utilização do extrato enzimático bruto contendo enzimas com atividade de celulase e 3611 

xilanase, conforme utilizado neste trabalho, pode ter favorecido ainda mais a degradação e 3612 

liberação dos compostos fenólicos visto que a adição de xilanases favorece a hidrólise de 3613 

compostos lignocelulósicos através da celulase. aumentando a acessibilidade externa à celulose, 3614 

mas também a acessibilidade interna através do aumento da porosidade (SONG et al., 2016).  3615 

  3616 

Perfil de compostos fenólicos por HPLC 3617 

As análises realizadas por cromatografia líquida de alta eficiência permitiram a 3618 

identificação e quantificação dos seguintes fenólicos: ácido gálico, caféico e vanilina. Estes 3619 

compostos também foram identificados por (TOHMA et al., 2016) ao avaliar rizomas de 3620 

gengibre por HPLC. 3621 
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Em relação ao ácido gálico o modelo ajustado demonstrou significância estatística para 3622 

os parâmetros número de unidades enzimáticas e concentração de gengibre, sendo que  a 3623 

concentração de enzimas apresentou efeitos quadráticos negativos e a concentração de gengibre 3624 

efeito linear positivo, resultando em uma região de maior concentração quando foi empregada 3625 

alta concentração de gengibre (maior que 3 g‧100 g-1) e unidades enzimáticas entre 7 e 13 3626 

UI.mL-1 (Tabela 2, Figura 5).   3627 

 3628 
Figura 6.  (A) Superfície de resposta para o ácido gálico em relação ao número de unidades enzimáticas de celulase 3629 
em extrato enzimático bruto obtido a partir do Streptomyces sp. I7 (UI.mL-1) e concentração de gengibre (g‧100 g-3630 
1). (B) Diagrama de Pareto apresentando os  fatores não ajustados e seus níveis de significância (p<0,05) 3631 
 3632 
 3633 
 3634 

O ácido gálico ou ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico é um composto fenólico, produzido 3635 

pela rota do ácido chiquímico, sendo um dos componentes dos taninos hidrolisáveis das plantas. 3636 

É um composto cristalino, incolor ou ligeiramente amarelo, sendo um dos ácidos fenólicos mais 3637 

abundantes no reino vegetal e possui ampla aplicação nas indústrias alimentícia e farmacêutica 3638 

por possuir atividade antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana e antitumoral. O ácido 3639 

gálico foi o composto mais abundante entre os ácidos fenólicos identificados nos extratos de 3640 

Zingiber zerumbet (FERNANDES; SALGADO, 2016; KAHKESHANI et al., 2019; LIMA et 3641 

al., 2016; TOHMA et al., 2016). Ao avaliar o uso de enzimas purificadas ou complexos 3642 
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enzimáticos na extração de ácido gálico de resíduos de uva Syrah (Vitis vinifera 'Syrah') MEINI 3643 

et al. (2019) observou que não houve efeito quando utilizado extrato enzimático isolado, mas 3644 

quando utilizada um mistura de celulase e tanase houve aumento no rendimento da extração.  3645 

Em relação ao ácido caféico o modelo ajustado não apresentou significância estatística 3646 

(r2<0,70). A concentração de ácido caféico variou de 0,00 a 0,74 mg‧L-1, sendo que o maior 3647 

valor foi observado no tratamento que foi adicionado a maior concentração de gengibre 3648 

(Apêndice A). O ácido caféico é um composto polifenólico natural presente no café, algumas 3649 

frutas e medicamentos tradicionais chineses. O ácido caféico e seus análogos demonstraram 3650 

uma variedade de atividades farmacológicas, incluindo ação anti-inflamatória, antitumoral e 3651 

antiviral (SARWAR et al., 2017).  3652 

 3653 
Figura 7. Superfície de resposta da vanilina em relação ao número de unidades enzimáticas de celulase em  extrato 3654 
enzimático bruto obtido a partir da intensidade do ultrassom (%) e número de unidades enzimáticas de celulase 3655 
em  extrato enzimático bruto obtido a partir  Streptomyces sp. I7 (UI.mL-1) (A) e em relação ao número de unidades 3656 
enzimáticas de celulase em  extrato enzimático bruto obtido a partir do Streptomyces sp. I7 (UI.mL-1) e 3657 
concentração de gengibre (g 100 g-1) (B). 3658 
 3659 

Em relação à vanilina, os modelos ajustados demonstraram que o ultrassom e o número 3660 

de unidades enzimáticas atuam nos extremos. Desta forma, quantidades menores de unidade 3661 

enzimáticas e intensidade do ultrassom ou em maiores valores para ambos são as melhores 3662 

condições para extração da vanilina (Figura 7A). Em relação a concentração de gengibre 3663 

observou que tanto os efeitos lineares e quadráticos da concentração de gengibre adicionada 3664 

foram positivos, ou seja, quanto maior a concentração de gengibre utilizada, maior foi a 3665 
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concentração de vanilina (Tabela 2, Figura 7B). A vanilina é um dos derivados fenólicos 3666 

formados a partir da ruptura da lignina e exibe propriedades antioxidantes e antimicrobianas e, 3667 

portanto, tem potencial para uso como conservante de alimentos (CYBULSKA; LEI; JULSON, 3668 

2010; WALTON; MAYER; NARBAD, 2003). O aumento da extração da vanilina em vagens 3669 

de baunilha utilizando o ultrassom quando comparado com a extração convencional de soxhlet, 3670 

também foi descrito por JADHAV et al. (2009), eles ainda observaram que o principal 3671 

mecanismo de liberação de vanilina é o rompimento das paredes celulares. Podemos inferir 3672 

ainda que os parâmetros mais influentes foram o número de unidades enzimáticas do extrato de 3673 

Streptomyces sp. utilizado e a concentração de gengibre (Figura 7B). A atividade de β-3674 

glicosidase é a atividade mais necessária para a extração da vanilina em extratos de vagem de 3675 

baunilha independente se estas seriam curadas ou verdes. Contudo, a adição de outras enzimas 3676 

pode aumentar o rendimento da extração por hidrólise dos componentes da parede celular, como 3677 

já demonstrado em outros produtos agrícolas, como a azeitona e óleo de coco (RUIZ-TERAN; 3678 

PEREZ-AMADOR; LOPEZ-MUNGUIA, 2001). 3679 

Os compostos fenólicos identificados neste trabalho são reconhecidos como marcadores 3680 

de envelhecimento de bebidas, como a cachaça e whisky em madeiras. A utilização desta 3681 

metodologia e o aumento destes compostos sugere a sua utilização como estratégia para acelerar 3682 

o envelhecimento de bebidas.  3683 

Conclusão 3684 

Verificou -se que as melhores condições de extração assistida por método combinado 3685 

de ultrassom e extrato enzimático para produção de uma cachaça com a incorporação dos 3686 

fenólicos do gengibre seriam: concentração de gengibre maior que 3 g‧100 g-1; número de 3687 

unidades enzimáticas entre 10 e 13 UI.mL-1 e a intensidade do ultrassom entre 50 e 70%. Nessas 3688 

condições a cachaça obtida possuirá cor amarelada, concentração de açúcares redutores 3689 
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próximo a 2 mg.mL-1, concentração de compostos fenólicos totais aproximada de 28 mgEq.mL-3690 

1, ácido gálico próximo a 0,8 mg.L-1, ácido caféico próximo a 0,7 mg.L-1e vanilina próxima a 3691 

0,6 mg.L-1. Esses resultados sugerem a metodologia aplicada como alternativa para 3692 

incorporação de compostos fenólicos à cachaça não envelhecida. 3693 
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Apêndice A - Dados das variáveis utilizadas para a avaliação dos impactos da utilização do extrato enzimático bruto obtido a partir do Streptomyces 

sp. I7 e ultrassom por 5 minutos em solução hidroalcóolica (40%) de gengibre, onde X1= intensidade do ultrassom (%); X2= volume do extrato 

enzimático (min); X3= concentração de gengibre (g 100 g-1) 

Tratamento pH L* 
Croma 

a* 

Croma 

b* 
C* H° 

Açúcares 

redutores 

(mg. mL-1) 

Fenólicos 

totais 

(mg. mL-

1) 

Ácido 

gálico 

(mg. L-1) 

Ácido 

caféico 

(mg. L-1) 

Vanilina 

(mg. L-1) 

1 5,550 4,857 -0,300 2,673 2,691 96,381 0,308 19,466 0,152 0,442 0,350 

2 5,620 6,100 -0,603 2,290 2,372 104,758 0,361 20,516 0,174 0,000 0,218 

3 5,700 7,760 -0,213 4,347 4,353 92,810 0,443 25,634 0,171 0,523 0,238 

4 5,740 11,043 -0,187 6,133 6,137 91,629 0,426 21,435 0,175 0,534 0,210 

5 6,000 10,440 -0,060 6,210 6,210 90,554 1,730 26,422 0,627 0,531 0,503 

6 6,070 6,520 0,307 5,217 5,226 86,638 1,630 26,159 0,366 0,459 0,330 

7 6,150 8,997 0,087 6,617 6,617 89,252 2,176 31,365 0,465 0,000 0,379 

8 6,190 7,713 0,133 5,333 5,336 88,550 1,819 30,359 0,267 0,000 0,372 

9 6,050 11,987 -0,303 6,193 6,201 92,797 1,537 27,996 0,514 0,594 0,259 

10 6,010 8,377 -0,867 2,593 2,735 108,527 1,197 30,009 0,483 0,605 0,291 

11 5,950 6,927 -0,533 1,107 1,229 115,812 1,111 28,259 0,332 0,562 0,285 

12 6,010 13,707 -0,290 4,183 4,194 93,956 0,922 29,746 0,341 0,494 0,266 

13 5,510 6,447 -0,460 2,433 2,478 100,601 0,161 10,849 0,141 0,240 0,120 

14 6,090 9,700 -0,877 3,807 3,907 102,948 2,101 26,684 0,801 0,739 0,628 

15 6,010 6,690 -0,267 3,113 3,125 94,891 1,126 31,977 0,476 0,536 0,363 

16 6,010 5,957 -0,253 3,307 3,319 94,380 1,133 31,933 0,463 0,533 0,301 

17 6,020 6,280 -0,203 3,157 3,163 93,699 1,129 31,021 0,447 0,547 0,303 

18 6,010 7,703 -0,773 2,460 2,580 107,393 1,129 32,152 0,475 0,527 0,300 

19 6,010 5,433 -0,133 2,723 2,728 92,758 1,129 31,802 0,474 0,521 0,290 
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Apêndice B  

 

Figura 7. Superfície das cromaticidades b (A) e cromaticidade c (B) em relação ao número de 

unidades enzimáticas de celulase em extrato enzimático bruto obtido a partir do Streptomyces 

sp. I7 (UI. mL-1) e concentração de gengibre (g 100 g-1). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O farelo de trigo mostrou-se o melhor substrato para produzir celulases e xilanases 

usando a bactéria Streptomyces thermocerradoensis I3, uma vez que os outros substratos 

(Jatrhofa eliptica e Cochlospermum regium) não forneceram extratos enzimáticos com 

atividade satisfatória, nem apresentaram atividade para as duas enzimas estudadas (celulases e 

xilanases).  

O pH ótimo para produzir celulases e xilanases em fermentação semissólida do farelo 

de trigo com Streptomyces thermocerradoensis I3, foi de 7,5 e 7,0, para CMCase e xilanase, 

respectivamente.  

O tratamento enzimático é promissor na produção de farinha enriquecida com 

polifenóis, contribuindo para a produção de um produto com alto teor de compostos bioativos 

(polifenóis) e alta atividade antioxidante. 

Streptomyces sp. I7 mostrou-se eficaz na produção de xilanases e celulases usando o 

farelo de trigo como meio de cultura. 

 O pré-tratamento do caldo de cana com o extrato enzimático bruto promoveu alterações 

na fermentação, aumentou o teor alcoólico e reduziu a acidez e o teor de éster e carbamato etila 

em cachaças produzidas utilizando Saccharomyces cerevisae. 

 O pré-tratamento enzimático teve impacto positivo na qualidade e no rendimento da 

produção de etanol em cachaças produzidas utilizando Saccharomyces cerevisae.  

A fermentação alcoólica do caldo de cana, previamente tratado com extrato enzimático, 

utilizando a levedura M27 possibilitou a obtenção de uma cachaça com perfil químico de 

congêneres e contaminantes bem abaixo do preconizado pela legislação brasileira. 

 Os tratamentos enzimáticos com extrato bruto de Streptomyces sp. promoveram a 

redução da acidez total; ésteres totais e metanol, sendo observada uma maior redução no 
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tratamento T2 (tratamento com a maior concentração de enzimas). Também foi verificado o 

aumento dos teores de etanol e aldeídos totais, com aumento mais pronunciado no tratamento 

T2.  

O pré-tratamento enzimático e a utilização de levedura não convencional para a 

produção de cachaça tiveram impacto positivo na qualidade e rendimento da produção de 

etanol, apresentando potencial para sua aplicação industrial, seja na indústria de bebidas ou 

bioetanol. 

Foi constatado o isolamento de uma cepa de levedura selvagem com características 

morfológicas sugestivas de Saccharomyces cerevisiae em caldo de cana em fermentação 

espontânea 

 O pré-tratamento enzimático da cachaça alterou o processo fermentativo e aumentou a 

produtividade em relação à concentração de etanol.  

A sacarificação e fermentação simultâneas promoveram ainda a melhoria nos atributos 

de qualidade da cachaça através da redução da acidez, metanol e carbamato de etila e aumentou 

o teor de ésteres. Este processo poderia ser ainda utilizado na produção de bioetanol 

combustível  

Verificou -se as condições ideais para produção de uma cachaça com a incorporação 

dos fenólicos do gengibre seriam: concentração de gengibre maior que 3 g‧100 g-1; número de 

unidades enzimáticas entre 10 e 13 UI. mL-1 e a intensidade do ultrassom entre 50 e 70%. 

Resultando em cachaça com cor mais amarelada, com açúcares redutores próximo a 2 mg.mL-

1, concentração de fenólicos totais aproximada de 28 mgEq.mL-1, ácido gálico próximo a 0,8 

mg.L-1, ácido caféico próximo a 0,7 mg.L-1e vanilina próxima a 0,6 mg.L-1. O consumo de 

bebidas alcóolicas com maior teor de compostos fenólicos quando comparada ao consumo de 

bebidas sem estes componentes poderia trazer menos malefícios à saúde dos consumidores. 



190 

 

O pré-tratamento com extrato bruto de Streptomyces sp I7. deve ser testado em escala 

industrial, podendo ter aplicabilidade na indústria de bioetanol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


