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PRODUGAO DE SAQUE ARTESANAL EM ESCALA DE LABORATORIO

Alessandro Carvalho Correa’

Eliane Melo Brolazo™

Resumo: Arroz polido, agua, koji (gréo de arroz colonizado pelo fungo filamentoso) e
a levedura sdo as matérias primas para o saqué, a bebida tradicional do Jap&o. O
arroz polido é submetido a sacarificacdo do amido por enzimas liberadas pelo fungo
filamentoso Aspergirllus oryzae e posterior fermentagéo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae. E um processo fermentativo realizado em duas diferentes etapas, uma
delas utilizando a técnica de fermentacdo em Estado Solido, englobando
conhecimentos cientificos de bioquimica das fermentacbes e que tém grande
importancia e aplicacdo na educacédo tecnoldgica. Este trabalho teve como objetivo
produzir saqué de forma artesanal, em escala de laboratério e realizar analises
guimicas e sensoriais da bebida. As dosagens de etanol, sacarose e glicose foram
realizadas em equipamento YSI modelo 2700 da marca Tecnal, que utiliza membrana
seletiva. A andlise sensorial realizada foi um teste afetivo de preferéncia, que utilizou
como uma escala hedbnica e um saqué comercial como amostra de referéncia. O teor
de etanol do saqué produzido foi de 8,06%, com teores de acgUcares (sacarose e
glicose), inferiores a 30%, sendo classificado pela legislacdo brasileira como tipo
Seco. A média das notas da analise sensorial do saqué produzido artesanalmente foi
6,25 em comparacao a bebida de referéncia Thikara que foi 6,96. Apesar da variacao
de teor alcoolico do saqué produzido artesanalmente (8,06%) e o de referéncia (14%),
ambos tiveram notas de aceitacdo similares.

Palavras-chave: saqué; fermentacao alcodlica; fermentacdo em estado solido; koji.

SAKE ALCOHOLIC BEVERAGE IN LABORATORIAL SCALE

Abstract: Polished rice, water, koji and yeast are the raw materials for sake, the
traditional beverage of Japan. Rice is subjected to starch saccharification by enzymes
released by Aspergirllus oryzae and alcoholic fermentation by Saccharomyces
cerevisiae. It is a fermentative process carried out in two different stages, one of them
using the solid-state process, encompassing scientific knowledge of fermentation
biochemistry and which are of great importance and application in technological
education. This work aimed to produce sake by hand, on a laboratory scale and to
carry out chemical and sensory analyzes of the drink. Ethanol, sucrose, and glucose
dosages were performed in a YSI model 2700, which use a selective membrane. The
sensory analysis performed was an ordination test, by the affective method, and a
commercial sake as reference sample. The ethanol content of the sake produced was
8.06%, with sugar levels (sucrose and glucose), below 30%, being classified by
Brazilian legislation as Dry. The average score of the sensory analysis of hand-made
sake was 6.25 compared to the Thikara reference drink, which was 6.96. Despite the
variation in the alcohol content of sake produced by hand (8.06%) and the reference
(14%), the acceptance scores were similar.

Keywords: sake; alcoholic fermentation; solid state process; koji.

* Faculdade de Tecnologia de Campinas, alecarcorrea@yahoo.com.br
** Faculdade de Tecnologia de Campinas, eliane.brolazo@fatec.sp.gov.br

Rev.Bras.Proc.Quim., Campinas, SP, v.2 n.1, p.1-55, jan./jun. 2021 30


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
mailto:alecarcorrea@yahoo.com.br
mailto:eliane.brolazo@fatec.sp.gov.br

RB
PQ

INTRODUCAO

O saqué, a bebida obtida a partir da fermentacéo do arroz, tem papel importante
na indastria japonesa e forte relacdo com a cultura local. A bebida tradicional do Japéo
€ produzida a partir do arroz polido, submetido a sacarificacdo do amido pelo fungo
filamentoso Aspergirllus flavus var. oryzae e subsequente fermentagéo alcodlica por
Saccharomyces cerevisiae (BOKULICH, 2014). O teor alcodlico varia de 13% a 17%
de etanol e a bebida apresenta uma cor clara, sabor agradavel e elegante (ZHANG,
2020).

A histéria do saqué remonta a 1000 anos na antiguidade, e as técnicas
desenvolvidas pelos antigos produtores sdo anteriores ao conhecimento
guimico/cientifico ocidental (KANAUCHI, 2013). A qualidade do saqué é determinada
por fatores como aroma, sabor e cor e assim como em outras bebidas fermentadas, o
processo para obtencdo das melhores bebidas é atribuido ao Toji, o profissional
responsavel por todas as etapas de fabricacdo, atuacdo equivalente ao mestre
cervejeiro na producéo da cerveja (LEE, 2012).

Entre as técnicas desenvolvidas e aprimoradas pelos antigos produtores
orientais estao o tratamento térmico para estabilizacdo da bebida, que ja era realizado
no século 16, antes de Louis Pasteur inventar pasteurizacdo. O método é
cuidadosamente descrito na antiga literatura japonesa. Além disso, a técnica de
fermentacdo sob baixa temperatura em sistema aberto capaz de alcancar
concentragbes de mais de 18% de etanol sem destilagdo e com aromas frutados
merece destague (KANAUCHI, 2013).

Atualmente, mais de 1500 fabricas produzem saqué apenas no Japao, sendo
algumas muito famosas. Os métodos de preparacdo do saqué mudaram
drasticamente a partir do contato com a ciéncia europeia de fabricagao de cerveja. O
processo atual incorporou a tecnologia desenvolvida para producao de cerveja, como
monitoramento e controle de temperatura, equipamentos automatizados para
cozimento a vapor do arroz, filtragem do ar para evitar contaminacdo cruzada,
equipamentos para sedimentacdo e filtragem do fermentado, mas manteve as praticas
antigas e especiais que envolvem o uso do koji, os graos de arroz colonizados pelo
fungo Aspergirllus flavus var. oryzae (KANAUCHI, 2013 e ZHANG, 2020).

Os estudos sobre bebidas fermentadas, em especial o saqué, produzido em

duas diferentes etapas de fermentacdo, uma delas realizada com a técnica de
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Fermentacdo em Estado Solido, tém grande importancia e aplicacdo na educacéao
tecnoldgica. O processo de producdo de saqué engloba conhecimentos cientificos
sobre a bioquimica das fermentacfes, além de fornecer subsidios para possivel
implantagdo como aula pratica na disciplina de Bioquimica e Tecnologia das
Fermentagbes do curso de Tecnologia em Processos Quimicos oferecido pela
FATEC.

REVISAO DA LITERATURA

Arroz polido, 4gua, koji (grédo de arroz colonizado pelo fungo filamentoso) e a
levedura sdo as matérias primas para o saqué do tipo Junmai, 0 mais puro, produzido
sem aditivos. ApdOs pré-tratamentos para hidratar e cozinhar o arroz polido, estes
materiais sdo misturados em propor¢cdes adequadas em meio aquoso e mantidos a
temperatura de 15°C e condi¢cdes atmosféricas adequadas por duas semanas a um
més, para que a fermentacao ocorra (ZHANG, 2020).

Agua

O saqué é constituido por 80% de agua, sendo sua qualidade imprescindivel
para a qualidade do produto. Além de ingrediente, a agua € utlizada nos
procedimentos de lavagem, hidratacdo e maceracgéo do arroz, na lavagem de tanques
e garrafas e vaporizacdo/cozimento. Para um saqué de qualidade, a 4gua utilizada
deve ter ph neutro ou fracamente alcalino, conter apenas tracos de amdnia, nitrato,
substancias organicas e microrganismos e principalmente ndo conter ions de ferro,
gue sao prejudiciais por provocar alteracéo de cor e deteriorar o produto. Geralmente
a 4gua a ser utilizada € submetida a tratamentos como aeracdo, filtracdo, adsorgcéo
com carvéo ativo e floculagdo (KANAUCHI, 2013).

Arroz

Variedades de arroz japonesas, com grédos grandes, baixo teor de proteinas,
alta taxa de absorcdo de agua, alta digestibilidade enzimatica e baixa taxa de
fissuracdo durante o polimento sdo mais adequados para saqué, e sua qualidade é
crucial para a qualidade da bebida (ZHANG, 2020).
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Quanto aos Constituintes quimicos, o arroz deve conter entre 70-75% de
carboidratos, 7-9% de proteina bruta, 1,3—2,0% de gordura bruta e 1,0% cinza, com
12-15% de agua. Outros componentes, como proteinas ou lipidios no arroz, séo
indesejados. Saqués produzidos com arroz que contenham excesso proteinas ou
lipidios ndo tém bom sabor. Estes compostos indesejaveis encontram-se na superficie
do esperma, principalmente em torno da camada de aleurona (casca do arroz), sendo,

portanto, removidos no polimento do grao (KANAUCHI, 2013).

Microrganismos utilizados na producéo do saqué

Fungo filamentoso Aspergirllus flavus var. oryzae

O A. oryzae, fungo filamentoso que sacarifica o arroz para a producdo do
saqué, produz enzimas proteases, amilases e glucosidases, € considerado seguro
para aplicacdo em alimentos (PEREIRA, 2014).

E muito utilizado culinéria asiatica, na elaboracéo de outros produtos além do
saqué, como molho shoyo e missd, porque possui uma alta secrecdo enzimatica. No
Japéo utiliza-se esse fungo h& bastante tempo, tanto na producdo enzimatica, como
na industria em geral (MONCLARO, 2014).

O Aspergillus oryzae se desenvolve principalmente sobre um substrato soélido
como o arroz, processo conhecido como Fermentacdo em Estado Sélido (FES),
descrita como a fermentacdo na qual o crescimento de microrganismos em substratos
sélidos umedecidos ocorre na auséncia (ou quase) de agua na forma livre. A agua
livre, indispensavel ao crescimento dos microrganismos, € adsorvida num suporte
soélido ou complexada no interior de uma matriz solida (DEL BIANCHI et al., 2001;
RAHARDJO et al., 2006). O material sélido, utilizado na fermentacao no estado solido,
€ geralmente fragmentado e de natureza granular ou fibrosa que permite a retencéo

de agua por higroscopia ou capilaridade.

Leveduras Saccharomyces cerevisiae

As leveduras s&do organismos unicelulares eucariotos, fermentadores de
carboidratos, sendo a Saccharomyces cerevisiae a mais utilizada em processos
fermentativos alcodlicos. Destaca-se que, no Brasil, toda producdo de alcool
carburante baseia-se na atividade fermentativa de leveduras alcdolicas.
(AQUARONE, E. et al., 2001).
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A S. cerevisiae, € um microrganismo facultativo, tem a habilidade de se ajustar
metabolicamente em atmosfera anaerdbia realizando fermentacdo. Os produtos da
metabolizacdo do acucar dependem das condi¢cbes fornecidas as leveduras. Em
condi¢cdes aerobias, as leveduras realizam respiracao celular, processo no qual todo
0 aclcar é transformado em biomassa, didxido de carbono e agua. Na auséncia de
oxigénio, a maior parte dos carboidratos é convertida em etanol e didéxido de carbono
(AQUARONE et al., 2001).

Processo de producao do saqué

A producédo € iniciada a partir da sacarificagdo do amido presente no arroz,
realizada pelo fungo filamentoso, seguida de sua fermentacdo por leveduras. O arroz
deve ser polido até que as cinzas, lipideos e proteinas sejam removidos do grao de
maneira que restem apenas 60% do material inicial; esse percentual interfere no teor
alcodlico do produto. O Kaoji, utilizado tradicionalmente na producdo do saqué é
composto de arroz que apos ser cozido e vaporizado € colonizado pelo fungo A.
oryzae. E através da acdo das enzimas secretadas pelo Aspergillus orysae que o
amido € convertido em acucares fermentaveis, para que ocorra a fermentagcao
alcodlica, por leveduras S. cerevisiae, formando entéo o etanol (TSUTIDA, 2017).

A fermentacdo alcodlica leva em torno de trés semanas, entre temperaturas
gue variam de 7°C no inicio a um maximo de 18°C. Ao final deste periodo, filtra-se a
bebida por pressédo, mantendo-a um periodo de maturacao de 5-10 dias. A sequéncia

de operagbes para producdo do saqué é apresentada de forma resumida no

fluxograma a seguir:
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Figura 1 - Fluxograma do processo de produc¢éo do saqué
N\ 4
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Fonte: Tsutida, 2017
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MATERIAIS E METODOS

Para producdo de saqué artesanal em pequena escala, selecionou-se 0
denominado Junmai-shu, considerado o tipo de saqué mais puro, produzido apenas
com arroz, agua e koji, sem acréscimo de etanol (ASSOCIACAO CULTURAL E
ASSISTENCIAL DA LIBERDADE, 2019; TSUTIDA, 2017).

Preparagao do arroz para a fermentacgao

Utilizou-se 1000g de arroz polido, marca MOMIJI, gréo longo tipo 1, beneficiado
— subgrupo polido. O arroz foi lavado em agua corrente, apés essa etapa, foi imerso
em agua mineral morna a 25° C até que absorvesse 30% de seu peso, em seguida foi

colocado em uma peneira, para ser cozido a vapor (TSUTIDA et al., 2017).
Preparacgao do koji e da cultura mae de leveduras (shubo)

Aproximadamente 200 gramas de arroz cozido no vapor foi espalhado em uma
bandeja sobre o qual foram adicionados 10g do fungo Aspergillus orysae (cultura
comercial adquirida via Mercado Livre) e incubado em uma estufa de laborat6rio com
controle de temperatura a 35° C por 3 dias, para obtencéo do koiji.

Em paralelo, preparou-se a cultura mée de leveduras, o shubo. O caldo foi

preparado a partir da mistura de 50 gramas de fermento biolégico fresco (levedura
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prensada) da marca Bruggeman e 1300 mL de &gua mineral com 400 gramas de
acucar cristal comum, mais 30 mL de suco de limdo para acidificar a solucéo, que
permaneceu em um fermentador de vidro, sem oxigenacao, sob refrigeracéo entre
8° C a 12° C por 3 dias (TSUTIDA et al., 2017).

Processo fermentativo do saqué artesanal

Inicialmente, adicionou-se o koji ao shubo (cultura mae leveduras ativas) em
um fermentador (Figura 2) mantido sob refrigeracdo. Apés 3 dias, o restante do arroz
previamente cozido foi adicionado a este recipiente, mantido sob refrigeracéo de 8° C
a 12° C por 32 dias (AQUARONE et al., 2001).

Figura 2 - Fermentador contendo substrato, durante processo de fermentacéo

Fonte: autores

Ao fim do periodo de fermentacdo, o material fermentado foi submetido a uma
sequéncia de filtragbes. A 12 filtracao foi realizada com tecido de algodao com trama
fina, conforme Figura 3a. Nessa fase, a parte liquida ainda estava turva, como pode
ser visualizado na Figura 3b, e foi deixada em repouso por mais 3 dias para a sua
sedimentacdo e nova filtragem, com filtro de papel para café (Melitta®). O filtrado
permaneceu em repouso por mais 2 dias, apés os quais foi filtrado novamente com
filtro de papel, obtendo-se um liquido de aparéncia cristalina. Notou-se forte producéo
de gés, o que indica a producao de etanol. Apos as filtracdes, o saqué foi engarrafado,

seguindo, para dosagem de etanol e avaliacdo sensorial (TSUTIDA et al., 2017).
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Figura 3a - Primeira filtragdo do material Figura 3b - Filtrado ainda turvo, em
fermentado, realizada com tecido de algodéo repouso para decantacao

Fonte: autores.

Dosagem etanol e teor de agucares

Foram realizadas em equipamento YSI modelo 2700 da marca Tecnal, que
utiliza membrana seletiva, que ao contato com a amostra, emite um sinal elétrico em
nA, devido a reacdo dos elétrons livres da amostra com a membrana, transforma o
sinal elétrico em g/L de concentracdo de etanol ou agucares. O uso do equipamento

foi gentilmente cedido pela empresa Amyris do Brasil.

Avaliagao sensorial

A avaliacdo sensorial foi realizada em uma sala reservada da Fatec, com 4
mesas redondas grandes, nas quais apenas uma pessoa por vez, realizava a
avaliacdo, utilizando como amostra de referéncia o saqué GOLD SECO, de teor
alcoolico 14%, da marca THIKARA.

As amostras foram servidas em copos plasticos de coloracdo branca de 80 ml,
com quantidades padronizadas (10 mL), refrigeradas, codificadas com numeros
aleatérios de trés digitos.

Participaram da avaliacdo sensorial provadores ndo treinados, de ambos os
sexos, sendo estes alunos e professores da Fatec. As bebidas foram apresentadas
de forma casualizada aos provadores, que foram instruidos a beber agua mineral
entre as amostras para limpar o palato e neutralizar o sabor. Foram 28 provadores
com idade entre 18 e 50 anos que receberam uma ficha de avaliacédo (Figura 4) para

realizar o teste afetivo de preferéncia (ordenacéo), utilizando-se concomitantemente
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escala hedodnica estruturada de 9 pontos, com 0s extremos se ancorando nos termos
“9 - gostei muitissimo” e “1 - desgostei muitissimo” (Figura 5) (JAEKEL, 2010;
CHAVES; SPROESSER, 1993; MORAES, 1993).

Figura 4 - Ficha de avaliagéo sensorial utilizada.

Nome: Idade: data:
Instrucdes: vocé estd recebendo amostras de bebida fermentada de arroz (saqué).
Avalie suas amostras e indique sua preferéncia

Cédigo da amostra Valor atribuido (escala hedbnica)

Mais preferida:

Menos preferida:

Explique porque:

Fonte: autores

Figura 5 - Escala Hedonica utilizada no teste de preferéncia.
1= Desgostei muitissimo
2= Desgostei muito
3= Desgostei regularmente
4= Desgostei ligeiramente
5= Indiferente
6= Gostei ligeiramente
7= Gostei regularmente
8= Gostei muito
9= Gostei muitissimo

Fonte: autores

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dosagem alcodlica

A concentracédo de etanol obtida foi de 80,90 g/L, o que equivale 8,06% de
etanol por volume segundo calculos abaixo, utilizando o valor encontrado de
densidade da amostra igual a 1003,371 g, em analise de massa por volume conforme

Equacao 1:

809
"~ 1003,371

X 100 = 8,06% de etanol ()
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Os valores de Sacarose e Glicose foram 5,54 g/L (0,55%) e 16,70 g/L (1,66%),
respectivamente.

A partir destes resultados, foi possivel classificar o saqué produzido
artesanalmente na categoria de saqué seco devido a concentracdo de agucar estar
abaixo dos 30% segundo legislacéo nacional (BRASIL, 2009). A partir da confirmacao
desta classificacédo, foi selecionado a bebida comercial saqué GOLD SECO, para ser

usado como referéncia na analise sensorial.

Analise sensorial

Através da escala hedo6nica, ficou definido gosto de preferéncia entre os
provadores. A média das notas do saqué produzido artesanalmente foi 6,25 e a bebida
de referéncia Thikara foi 6,96. O Grafico 1 é a representacéo grafica das notas obtidas

na analise sensorial.

Gréficol - Frequéncia de notas da avaliacdo sensorial dos saqués. Em verde
(codificada como 729) estéo representadas as notas dadas ao saqué artesanal e em
azul (254) ao saqué referéncia.

AtribuicOes de preferéncia

=
o

9

8

7

6

5

4

3

2

1

0

123 456 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
mAmostra729 7 7 9 8 8 6 7 9 9 8 9 4 7 2 6 455647663766 4
mAmostra254 6 4 7 5 7 4 4 6 7 6 4 6 8 8 8 8 7 7 8 98898988 8

Fonte: autores

Segundo a descricdo na escala heddnica utilizada, essas médias representam
gue os provadores gostaram ligeiramente e ou gostaram regularmente. Deve-se
ressaltar que em testes estatisticos, a maior e a menor nota Unica, isto é, quando ndo
hé repetibilidade dessa nota, devem ser excluidas da média, sendo assim o valor da
meédia do saqué artesanal sobe para 6,41, pois exclui-se uma nota 2 que nao se repete
nas avaliacfes desse experimento (MORAES, 1993).
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CONCLUSOES

Apesar da variacdo de teor alcoolico do saqué produzido artesanalmente
(8,06%) e o de referéncia (14%), as notas atribuidas a eles pelos avaliadores nao
foram tdo distintas, indicando que a aceitacdo do produto artesanal foi similar & da
bebida comercial.

Atribuiu-se o baixo teor alcodlico obtido na fermentacdo ao formato do
fermentador (frasco onde ocorre o processo fermentativo) utilizado, que era largo e
baixo, facilitando o contato das leveduras com o oxigénio atmosférico, que nesta
condicédo realizam preferencialmente o metabolismo respiratério, consumindo toda a
energia presente nos carboidratos disponiveis, gerando como produtos dioxido de
carbono e agua.

O fermentador ideal seria alto e estreito, reduzido a superficie de contato do
substrato com o oxigénio, induzindo as leveduras ao metabolismo fermentativo,
possibilitando entdo producdo de maiores concentracdes de etanol.

E importante ressaltar a auséncia de experiéncia prévia dos autores em
processos fermentativos pela técnica de Fermentacdo em Estado Sélido e que foi
realizado um anico experimento, que possibilitou a producao do saqué em volume e
gualidade suficientes para serem avaliados. A realizagcdo deste projeto trouxe
subsidios para possivel implantacdo de experimento pratico de Fermentacdo em

Estado Sdlido na disciplina de Bioquimica e Tecnologia das Fermentacoes.
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