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RESUMO

Este estudo objetivou avaliar a influéncia das concentragdes de acuicares nos mostos,
sobre o desempenho da fermentacdo etanolica conduzida em batelada alimentada com vazao
variavel de alimentacdo, para a definicdo das melhores concentragdes de ART nos mostos (de
caldo, de melaco e misto) que conduzam a melhores eficiéncias de fermentagdo e
produtividade em etanol. Na preparacdo do mosto misto foram utilizadas as seguintes
propor¢des (20% melago + 80% caldo, 40% melaco + 60% caldo, 50% melago + 50% caldo,
60% melaco + 40% caldo, 80% melago + 20% caldo). O perfil de alimentagdo foi
decrescente, variando-se a vazdo de 0,75 a 0,25 L.h'l, com tempo de enchimento do
fermentador de 3 horas para todos os ensaios, variando-se de 30 em 30 minutos a vazdo de
alimentacdo de mosto, em fermentador de 4L de volume de trabalho (3 litros de mosto e 1
litro de inoculo), avaliando-se diferentes concentragdes de ART nos 3 tipos de mosto
estudados. Foram avaliados parametros de desempenho, como eficiéncias fermentativa e de
processo e produtividade em etanol. Nos mostos foram quantificados pH, acidez sulfurica,
Brix ¢ ART. No meio fermentado (vinho), pH, acidez, Agtcares Residuais e teor de etanol e
quantidade de células. O perfil cinético foi definido, quantificando-se as concentracdes de
células, substrato e etanol (em intervalos de 1 hora). Os valores indicados neste estudo, como
ponto de partida para utiliza¢do industrial, sdo Brix de 16 a 18 (ART 114,25 a 125,86 g/L), de
14 a 18 °Brix (ART de 112,90 a 141,24 g/L) e proximo de 16 °Brix (ART de 113,68 g/L a
123,30), respectivamente para mostos de melago, caldo e misto (caldo + melago). As
eficiéncias de fermentagao foram: 77,17 a 90,30%, para mosto de caldo, 74,4 a 86,51% para
mosto misto e 61,84 a 84,06 para mosto de melago. As produtividades obtidas foram 6,85 a
8,21¢g/L.h, para mosto de caldo, 5,90 a 7,77g/L.h para mosto misto ¢ 4,04 a 6,72g/L.h para
mosto d melago. Estas faixas recomendadas servem para subsidiar, como ponto de partida, a
conducao da fermentagdo etanolica industrial conduzida em batelada alimentada com vazao
variavel de alimentagdo, visto que as condigdes de condugdao dos ensaios, assim como as
matérias-primas utilizadas na preparacdo dos mostos, foram semelhantes as utilizadas
industrialmente.

Palavras — Chaves: Cana-de-actcar. Saccharomyces cerevisiae. Fermentagdo Etanolica.
Batelada Alimentada. Eficiéncia Fermentativa. Produtividade em Etanol.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the influence of concentrations of sugars in the must, on the
performance of ethanol fermentation conducted in fed batch with variable flow of power to
define the best concentrations of ART in the must (juice, molasses and mixed) that lead to
improved efficiencies and productivity in ethanol fermentation.In the preparation of mash mix
were used the following proportions (20% molasses + 80% broth, 40% molasses + 60% broth,
50% molasses + 50% broth, 60% molasses + 40% broth, 80% molasses + 20% broth ). The
profile power was declining, varying the flow rate from 0.75 to 0.25 Lh-1, with time filling
the fermenter 3 hours for all tests, ranging from 30 to 30 minutes to feed flow wort in
fermenter 4L workload (3 liters of wine and 1 liter of inoculum), evaluating different
concentrations of ART in three types of wine studied. We evaluated performance parameters
such as fermentation and process efficiencies and productivity in ethanol. Musts were
quantified in pH, sulfuric acid, Brix and ART.In the middle fermented (wine), pH, acidity,
residual sugar and ethanol content and quantity of cells. The kinetic profile was defined by
quantifying the concentrations of cells, substrate and ethanol (in 1 hour). The figures in this
study as a starting point for industrial use are 16 to 18 Brix (ART 114.25 to 125.86 g/ L), 16
to 18 ° Brix (ART 127.70 to 141.24 g/ L) and around 16 ° Brix (ART 113.68 g/ L to 123.30),
respectively, for juice of molasses, juice and mix (juice + molasses).The fermentation
efficiencies were 77.17 to 90.30% for grape juice, from 74.4 to 86.51% for wine and mixed
wine from 61.84 to 84.06 for molasses. Yields were obtained from 6.85 to 8.21 g/ Lh for
wine broth, 5.90 to 7.77 g / Lh for wine mixed and 4.04 to 6.72 g / Lh for grape molasses.
These tracks serve to subsidize recommended as a starting point, the conduct of industrial
ethanol fermentation conducted in fed batch with variable flow supply, since the conditions
for conducting the tests, as well as the raw materials used in the preparation of musts were
similar to those used industrially.

Keywords: Sugar cane. Saccharomyces cerevisiae. Ethanolic fermentation. Fed Batch.
Fermentation efficiency. Ethanol Productivity.
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1 INTRODUCAO

A importancia socio-econdmica da exploragdo da cultura canavieira em solos
brasileiros ¢ reconhecida desde os tempos do Brasil colonia. Atualmente, além dos aspectos
socio-econdmicos, essa cultura tem sua importancia reconhecida também nas areas econdmica
e ambiental, tendo o etanol como uma fonte renovavel de energia menos poluente, que integra
parte da matriz energética nacional e estd sendo um dos produtos mais importantes do
mercado internacional (ROS, 2004).

O Brasil posiciona-se no cendrio internacional, atualmente, como o maior produtor e
exportador mundial de agtcar de cana e o maior produtor e consumidor de alcool automotivo,
sendo também o unico pais a introduzir, em larga escala, o alcool como combustivel
alternativo ao petréleo (SAITO, 2000; SILVA, 2006; SOUZA, 2006).

A producdo de etanol carburante no Brasil ¢ feita exclusivamente por fermentacdo,
com mostos de caldo de cana ou melago, ou ainda, por misturas destes dois componentes.
Alguns macronutrientes e/ou micronutrientes também sao adicionados ao mosto, a fim de
complementar as deficiéncias do meio, quanto a certos elementos indispensaveis as leveduras
para méaxima transformacao dos agticares em etanol. O microrganismo agente da fermentacao
mais utilizado € um fungo leveduriforme, Saccharomyces cerevisiae.(SILVA, 2006)

A concentracdo de aglicares nos mostos deve respeitar a fisiologia do microrganismo
agente da fermentacgdo, ou seja, deve ser tal que ndo provoque problemas de inibi¢do do seu
metabolismo, seja por excesso de substrato ou por elevadas concentragdes de produto obtido
(LIMA et al., 2001; AMORIM, 1977, MCELROY, 1988; MAIORELLA, 1983; BROWN;
VASCONCELOS, 1987, 2010).

Sabendo-se que os Acucares Redutores Totais (ART) e o etanol, em determinadas
concentragdes, exercem efeito de inibi¢do sobre o metabolismo das leveduras e que o efeito
deles ¢ sinérgico, o controle da adi¢cdo de acucares ¢ de fundamental importancia, ndo s para
controlar ou mesmo minimizar efeitos inibitdrios, mas, também, para aumentar a eficiéncia
fermentativa e a produtividade (VASCONCELOS, 1987). A concentragdo de aglicares pode
afetar tanto o crescimento das leveduras quanto a producdo de etanol. Também promove
estresse osmotico na levedura, podendo ocasionar inibi¢ao do metabolismo. Mesmo que nao
houvesse este efeito, haveria producao de maior quantidade de etanol, que exerceria inibigao

do metabolismo da levedura.
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No caso da fermentagao etandlica, cujo objetivo ¢ a producao de etanol, o efeito repressivo da
frutose e da glicose sobre a cadeia respiratoria ¢ benéfico (ANGELIS, 1987; NOVAES,
1982).

Mosto com baixa concentracdo de agucares favorece o crescimento celular, requer
mais mao-de-obra, conduz a fermentagdes mais rapidas, aumenta o consumo de vapor e dgua
na destilagdo, exige maior volume de fermentadores (dornas) e as infecgdes sao mais faceis.
Em geral, conduz a menor produtividade em etanol. Entretanto, mostos com elevadas
concentragdes de acucares conduzem a fermentacdes incompletas, com formagdo de
subprodutos indesejaveis, com maiores tempos de fermentagao, perdas de agticares podendo
reduzir consideravelmente a eficiéncia da fermentagdo, além de favorecem aumento de
incrustac¢oes nas colunas de destilagdo (VASCONCELOQOS, 2010).

Concentragdes adequadas de agucares aumentam a velocidade de fermentagdo e a
produtividade (maior produgdo de etanol com a mesma capacidade volumétrica instalada e na
unidade de tempo), melhorando o desempenho do processo fermentativo, pois possibilita
menor crescimento celular e menor formacdo de glicerol, para a mesma quantidade de
glicose/frutose metabolizada (MUTTON; MUTTON, 2005; VASCONCELOS, 2010).

Desta forma, este estudo teve como objetivo, avaliar as concentracoes de ART nos
mostos (de caldo, de melago e misto) e sua influéncia sobre o desempenho da fermentagao

etanolica em batelada alimentada com vazao variavel de alimentacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANA-DE-ACUCAR

2.1.1 Consideracdes Gerais

A cana-de-actcar ¢ uma planta originaria da Asia Meridional, pertencente a familia
das gramineas, que pode atingir varios metros de altura. Os colmos ou caules sdo espessos e
repletos de caldo agucarado e as flores, minimas, congregam-se em enormes pendoes

terminais, de coloragdo cinzento-prateada (NOBREGA, 2009) (Figura 1).

Figura 1 - Auricula, bainha (esquerda) e colmo (direita) da cana-de-agucar.

zona radicular zona cerosa

—| entrend

cicatriz foliar

no

bainha

gema

auricula

Fonte: Nobrega, 2009

Em termos botanicos, a cana-de-actcar esta assim classificada: Reino - Vegetal;
Divisio - Embryophitasiphonogama;  Subdivisao —  Angiosperma; Classe —
Monocotyledoneae; Ordem - Glumiflorae; Familia - Poaceae (gramineae); Tribo — Paniceae;

Sub-tribo — Saccharae; Género — Saccharum (PMGCA, 2003).
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Atualmente, sdo conhecidas e catalogadas 32 espécies de cana-de-acucar. Todas as
variedades de cana, cultivadas hoje em todo mundo para fins industriais, sdo hibridas,
envolvendo duas ou mais espécies diferentes. Por isso, hoje, o nome cientifico da cana - de-
acucar ¢ Saccharum spp (PPMGCA, 2003).

De acordo com Gomes (2003), em termos morfologicos, os colmos da cana-de-agtucar
assumem formas cilindricas e sdo constituidos principalmente por nos e entrends. Sua parte
mais mole (conhecida como entreno, internddio, gomo ou meritalo) ¢ onde se acumula a
maior parte do seu principal acucar, a sacarose. Os nds, geralmente mais duros, contém baixa
concentracdo de sacarose e possuem importantes caracteristicas para identificagdo das
variedades, tais como: cicatriz foliar, gemas, regido radicular e regido cerosa ou glauca. Na
extremidade superior dos colmos ainda estdo presentes a auricula e a bainha (NOBREGA,
2009).

Segundo Nobrega (2009), a cana-de-agucar, cultivada em quase todos os Estados do
Brasil, ¢ uma matéria-prima de grande flexibilidade. Da cana se aproveita absolutamente
tudo: bagago, méis, tortas e residuos da colheita. Do bagaco, obtém-se um hidrolisado usado
na alimenta¢do animal, diversos tipos de papéis, farmacos e produtos como o furfural, de alta
reatividade, para a sintese de compostos organicos, com grande nimero de aplicagdes na
industria quimica e farmacéutica. Do melaco pode ser obtido acido citrico, acido latico,
glutamato monosséddico, além de leveduras. Do etanol, podem ser fabricados polietileno,
estireno, cetona, acetaldeido, poliestireno, acido acético, éter, acetona e grande numero de
produtos que sdo obtidos a partir do petroleo. A vinhaga (vinhoto), diluida, ¢ utilizada como
fertilizante na cultura da cana-de-acticar, em operagdo denominada de fertirrigacao. Existem,
ainda, outros derivados, destacando-se dextrana, xantana, sorbitol, glicerol, cera refinada de

torta, antifingicos etc.

2.1.2 Composi¢do Quimica

A composicdo quimica da cana (Tabelal) varia nas diferentes regides agucareiras, nas
diferentes localidades de uma mesma regiao e nos distintos anos na mesma localidade, por
influéncia de variedade, idade, sanidade, tratos culturais, climas, solos, temperatura, umidade,
precipitacdo pluvial, adubagdo e outros, o que ndo permite citar nimeros que representem

uma composi¢ao quimica universal.
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De acordo com Nobrega (2009), a sacarose ¢ o componente que mais interessa a
elaboragdo do acucar, do etanol e da cachaga, onde quanto mais elevada for a sua
percentagem, mais elevado serd o rendimento agroindustrial nestes produtos.

A maior riqueza em sacarose ¢ alcancada com a plena matura¢do, motivo esse pelo qual ¢
importante para os bons resultados da transformagao desta matéria-prima em etanol, saber

quando esta totalmente madura.

Tabela 1 - Composi¢do da cana-de-agucar e respectivo caldo, em g/100 g (% peso/peso), para fins
tecnologicos.

Componente Percentual Subcomponente Percentual
Fibra 8,0a 14,0 ) 8,0a14,0
Agua 75,0 a 82,0
Gt 86,0292,0 Soélidos em s%llluc;ﬁo (°Brix) 18,0 a 25,0
Acucares nos solidos em Sacaros; 14,5a23,5
solucdo do caldo 15,5a23,5 Dextrose (glicose) 0,3a1l,1
Levulose (frutose) 0,0a0,7

Matérias nitrogenadas,
aminoacidos, sais minerais,
substancias pécticas, gomas,

mucilagens, acidos livres,
matérias corantes, gorduras
e ceras.

Nao- aglcares nos
solidos em solugao do 1,5a2,5
caldo

1,5a2)5

Fonte: Nobrega, 2009

2.1.3 Melaco

Denomina-se melaco o residuo da fabricacdo de agucar que niao ¢ mais centrifugado
para a separacdo da sacarose. Eles se originam nas usinas de agtlicar, pela centrifugacdo das
massas cozidas para a separagdo dos cristais de agucar. Sua composi¢do pode variar,
dependendo do tipo de actcar a ser produzido (LIMA et al., 2001). O melago apresenta
densidade em torno de 1,5 g/L e, apesar de ser rico em agucares, apresenta escassez em

nutrientes.
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2.2 PRODUCAO DE ETANOL

O etanol atualmente ¢ mais utilizado como carburante em veiculos automotores em
todo o mundo. Na mistura com a gasolina, para a geracdo de hidrogénio, ou mesmo na
utilizagdo direta como combustivel. E composto de extrema importancia e possui papel
consideravel na matriz energética mundial, principalmente nos tempos atuais, devido a
crescente conscientizacdo sobre os impactos ambientais causados pelos combustiveis fosseis
SIQUEIRA (1993).

No Brasil, produzia-se etanol desde o inicio do século, mas devido a crise do petroleo
no inicio da década de 70, o governo investiu na producdo de etanol, implantando o Proalcool
(Programa Nacional de Alcool), em 1975. Com isso, o Brasil tornou-se o primeiro pais do
mundo a desenvolver um programa alternativo de combustiveis em larga escala para
substitui¢do da gasolina. Segundo Siqueira (1993), além das razdes pelas quais o programa foi

criado, destaca-se os seguintes fatores:

e Trata-se de energia renovavel e combustivel menos poluente;

e Utiliza tecnologia 100% nacional;

e Emprega mao-de-obra direta, com fixagdo do homem no meio rural;

e E um programa de contetido estratégico pelo seu carater nacionalistico ¢ pela sua

dispersao territorial.

Quando o Prodlcool foi implantado, segundo Zarpelon; Andrietta (1992), todas as
novas destilarias foram montadas baseadas no processo Melle-Boinot (batelada-alimentada
com reciclo de células), que se mostrou muito conveniente e satisfatorio em relagdo a
operac¢ao e eficiéncia de conversdo de agucares a etanol. Mas visando a reducao dos custos de
produgdo e o aumento da produtividade, a fermentacdo etanolica continua mostrou ser um
processo bastante atrativo.

O processo fermentativo conduzido atualmente utilizado pela maioria das usinas ¢ um
processo industrial integrado, devido a producdo conjunta do agucar. Além disto, parte da
matéria prima, o bagaco, ¢ utilizada para geracdo de energia elétrica necessaria para o proprio
processamento € em muitas plantas ha excedente de energia que ¢ comercializado com as
distribuidoras de energia locais. O aproveitamento da palha da cana para geracao de energia

também ja ¢ uma realidade (ZARPELON; ANDRIETTA, 1992).
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A producao de etanol por processos fermentativos ¢ de grande importancia econdmica
no Brasil devido a localizagdo geografica do pais, tipo de solo e a grande variedade de
matéria-prima disponivel. Vale lembrar ainda que o cultivo de cana ¢ possivel em quase todo
o territorio nacional por todo o ano (BASSO et al., 2001).

Alguns melhoramentos tém sido realizados ultimamente visando aumentar a
produtividade de etanol, como a utilizagdo de um sistema continuo de fermentacdo com
extracdo do produto do meio fermentativo a vacuo, e conseqiientemente reduzindo a inibi¢ao
pelo etanol, resultando em melhor desempenho que em processos industriais convencionais.
Além disso, o desenvolvimento de estratégias de controle eficientes tem reduzido custos de
producdo e impactos ambientais por possibilitar a manutengdo do processo em condigdes

definidas como o6timas (COSTA et al., 2002).

2.3 FERMENTACAO ETANOLICA

2.3.1 Breve Historico

A fermentacdo tem sido realizada como arte durante muitos séculos, pois historiadores
acreditam que héa 10.000 anos a.C. ja se elaborava vinho. Pesquisas feitas por Oliveira (2006)
apontam alguns registros de que arqueologistas, na Turquia, na Siria, no Libano e na Jordania,
encontraram acumulo de sementes de uva da Idade da Pedra (Periodo Neolitico B), cerca de
8.000 a.C, fato este que mostrou aceitacdo de evidéncias ou pelo menos probabilidade da
existéncia de elaboracao de vinhos.

A fermentagdo etanolica ¢ conhecida desde os tempos mais remotos. Porém a natureza
microbiologica da fermentagdo, como um processo anaerobio, s6 foi descoberta por Pasteur,
em 1863. A partir dai muitas pesquisas foram desenvolvidas a fim de elucidar e formular as
reacdes enzimaticas acontecidas no interior dos microrganismos responsaveis pela
transformagao do agucar (glicose) em etanol e gas carbonico pelas leveduras (OLIVEIRA,

2006).
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2.3.2 Matérias-Primas Utilizadas em Fermenta¢do Etanolica

Podem-se distinguir as matérias agucaradas utilizadas para o desenvolvimento da
fermentagdo etandlica, em dois tipos: as diretamente fermentesciveis e as ndo diretamente
fermentesciveis. As primeiras referem-se as que contém monossacarideos e se encontram nos
sucos de frutas. As ndo diretamente fermentesciveis sdo as que contém dissacarideos, que sdo
fermentadas apds sofrer o processo de hidrolise, realizada naturalmente por acdo da invertase,
enzima produzida pelas leveduras, agentes da fermentacdo etandlica (VASCONCELOQOS,
2010).

No Brasil, as matérias-primas utilizadas para a produgdo de etanol sdo a cana-de-
acucar e o melago, subproduto da fabricagdo do agucar, tendo a sacarose como representante
principal de seus componentes (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

Segundo Phisalaphong (2005), a concentracao inicial de agucares em fermentagdes
tem efeito na ativagdo ou repressdo do metabolismo celular. O mesmo autor ainda estudou a
influéncia desta nos pardmetros como a velocidade maxima de crescimento microbiano.O
desempenho da fermentacdao varia com diferentes condigdes de cultivo, como temperatura,
pressdo, pH do meio, oxigénio presente, substrato, espécie do microrganismo, linhagem,
presenga de contaminagdo e outros. Devido a estes fatores, observam-se distintas eficiéncias

da conversao de ac¢tucar em etanol (BASSO et al., 2001).

2.3.3 Microrganismos Agentes da Fermentacdo Etandlica

As leveduras sao fungos pertencentes as classes dos Ascomicetos, Basidiomicetos ou
Deuteromicetos. Ao contrario dos bolores, as leveduras sdo normalmente unicelulares,
apresentando células de forma oval, eliptica ou arredondada. Possuem parede celular rigida,
membrana citoplasmatica e as organelas normalmente encontradas nas células superiores, tais
como nucleo, mitocondria, reticulo endoplasmatico, etc (PACHECO; SGARBIERI, 2002). O
esquema de um corte transversal de uma célula de levedura pode ser observado nas Figuras 2

e 3.
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Figura 2 - Corte Transversal de uma levedura.

Fonte: www.anatpat.unicamp.br

Figura 3 - Corte transversal de uma
levedura e seus constituintes.
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Fonte: www.anatpat. unicamp. br

Segundo Pacheco; Sgarbieri (2002), as leveduras sao fungos unicelulares, possuindo
aproximadamente 5 a 8 um de didmetro, formadas por membrana plasmadtica, espacgo
periplasmatico e parede celular, constituida principalmente por polissacarideos e pequenas
quantidades de peptideos, apresentando uma estrutura semi-rigida e permeavel. As leveduras
encontram-se entre 0s microrganismos economicamente viaveis para a produgado de etanol.

As leveduras sao microrganismos mesofilos e requerem temperaturas 6timas para a
producao industrial de etanol, numa faixa de 32 a 35°C. O aumento da temperatura no meio
fermentativo favorece a contaminagdo bacteriana e a toxidez da levedura pelo etanol (LIMA,
et al., 2001). A levedura ¢ um microrganismo aerdbio facultativo, ou seja, na presenca de
oxigénio, a mesma transforma glicose em biomassa, CO, e H,O. Em anaerobiose, a maior

parte da glicose ¢ convertida em etanol e CO,, sempre com o objetivo de obter ATP

(adenosina trifosfato) para realiza¢do de suas atividades metabolicas.
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Os carboidratos considerados substratos para a fermentagdo, tanto podem ser enddgenos
(constituintes da levedura, como glicogénio e trealose) ou exdgenos, como a sacarose, glicose,
frutose e outros, que devem ser fornecidos ao microrganismo (BASSO et al., 2001).

De acordo com Pacheco; Sgarbieri (2002), geralmente as leveduras crescem e
possuem alto poder de eficiéncia na produgdo de etanol em valores de pH de 3,5-6,0 a
temperaturas de 28-35 °C. Entretanto, com a taxa inicial de producdo de etanol ird ocorrer
aumento na temperatura (40°C), o que ocasiona decréscimo da produtividade global no
processo de fermentagdo. Decréscimo este que esta associado aos efeitos que a levedura sofre
pela formagao do produto, uma vez que esta ¢ bastante susceptivel a inibi¢cdes pelo etanol.
Concentracdes de etanol no meio em fermentacdo de 1-2 % (p/v) sdo suficientes para retardar
o crescimento das leveduras, e em concentragdes proximas de 10 % (p/v) de etanol, a taxa
decrescimento se torna quase nula.

A maioria das unidades produtoras de etanol, tradicionalmente iniciava a safra usando
toneladas de levedura oriunda da industria de panificagdo até meados dos anos 90. Essa
estratégia permite partida rapida e mais segura, minimizando possiveis problemas relativos a
acidentes fermentativos. A partir do inicio dos anos 90, foi constatado que as leveduras
utilizadas como inoculo sao completamente substituidas por leveduras nativas ainda no inicio
da safra (ANDRIETTA et al., 2006). Ficou comprovado, ainda, que a tnica levedura que tem
a capacidade de permanecer no processo ¢ aquela isolada da mesma unidade em safras
anteriores (BASSO et al., 1993).

Segundo Clark (1996), as leveduras, sdo os microrganismos que produzem etanol
apresentando, assim, bom crescimento e alta tolerancia ao produto, além de alcangarem
excelentes rendimentos nas fermentacdes. A inibi¢do ao crescimento microbiano ocorre para a
maioria das leveduras a 110 g/L de etanol, porém uma espécie denominada de Saccharomyces
sake tolera concentracdes de até 160 g/L de etanol. Os volumes de indculo mais utilizados
industrialmente estdo em torno de 20 a 30% do volume do fermentador. As produtividades
dos processos em batelada estdo em torno de 1,9 g etanol/L.h, porém a variante Melle-Boinot
alcanga valores bem mais altos, aproximadamente 6,0 g etanol/L.h, realizando reciclo de
células de até 80 % da levedura, tendo como um dos resultados principais a reducio do tempo

de fermentacao.
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Devido a importancia biotecnoldgica da levedura Saccharomyces cerevisiae, na

producao de alimentos e bebidas alcoolicas em todo o mundo e na producao de combustivel

renovavel no Brasil, este microrganismo tornou-se o mais estudado e, portanto, seu

metabolismo ¢ o mais conhecido, sendo o microrganismo mais amplamente utilizado no

processo de fermentacao alcoolica (SHULER; KARGI, 2002).

Para o desempenho de um processo fermentativo eficiente na producao de etanol,

Lima et al. (2001) ressaltam a necessidade da presenga de alguns elementos minerais no

mosto, por estes serem componentes necessarios ao seu metabolismo (Tabela 2).

Tabela 2 - Elementos minerais presentes nos mostos.

Nutriente Mineral Concentracao (mg/L)

P 62 - 560
K ++ 700 - 800
Ca++ 120
Mg ++ 70 - 200
Na++ 200
Co ++ 3,5
Zn ++ 0,5-10
Cu ++ 7

Mn ++ 10-33
Fe ++ 0,2

Fonte: Lima ez al. (2001)

Para aplicacdo industrial, espera-se que os microrganismos apresentem as seguintes

caracteristicas gerais (SCHMIDELL, 2001):

Apresentar elevada eficiéncia na conversao do substrato em produto;

Permitir o acumulo do produto no meio, de forma a se ter elevada concentracdo do
produto no meio fermentado (vinho);

Nao produzir substancias incompativeis com o produto;

Apresentar constancia quanto ao comportamento fisiologico;

Nao ser patogénico;

Nao exigir condigdes de processo muito complexas;

Nao exigir meios de cultura dispendiosos;

Permitir a rapida liberacao de produto para o meio.
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2.3.4 Preparo do Mosto

Mosto pode ser denominado como um liquido agucarado pronto para ser fermentado.
Existem trés tipos de mosto, utilizados para producdo de etanol: de caldo, de melago e misto
(melago mais caldo) (VASCONCELOS, 2010).

Segundo Vasconcelos (2010), o controle na preparagao dos mostos € necessario pelos

seguintes fatores:

e Mostos com baixa concentracdes de acucares conduzem a fermentacdes mais rapidas,
porém com menor teor alcodlico no meio fermentado (vinho); favorecem o
crescimento celular; aumentam o consumo de vapor e dgua; e ainda proporcionam
maior volume de dornas; sdo menores os problemas de limpeza; requerem maior
volume de agua para a diluicao, acarretando assim maior volume de dornas; exigem
maior capacidade de dornas, maior volume dos aparelhos de destilacdo e consomem
maior vapor no processo de destilagdo, bem como produzem maior volume de
vinhaga.

e Mostos muito concentrados conduzem a fermentagdes incompletas, demoradas, com
perdas de agucares, que favorecem incrustacdes nos aparelhos de destilagao, tendo

como conseqiiéncia queda de eficiéncia de destilagao.

2.3.5 Bioquimica da Fermentagao Etandlica

Segundo Oliveira (2006), a fermentagdo pode ser resumida em trés passos dinamicos,
onde o 1° representa o transporte do substrato para o interior da célula, que ocorre por difusdo
facilitada, o 2° compreende as reagdes bioquimicas, responsaveis pela transformacdo do
substrato em produto e o 3° e ultimo passo, a excrecdo do produto para o meio, conforme

pode ser visualizado na Figura 4.
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Figura 4 - Representagdo esquematica do mecanismo de conversao do
substrato em produto durante o processo fermentativo.
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Fonte: Oliveira, 2006.

Para produzir etanol por via fermentativa, deve-se passar por fases distintas, desde o
preparo do meio até a destilacdo. Segundo Basso ef al. (2001), a formacao de etanol ocorre
em 12 reagdes em seqiiéncia, sendo que cada reagdo ¢ catalisada por uma enzima (Figura 5).
Estas estdo no citoplasma celular, sendo, portanto, nessa regido da célula que a fermentagao
etandlica se processa. As enzimas glicoliticas sdo influenciadas por fatores como sais
minerais, vitaminas, inibidores, substincias do proprio metabolismo, pH, temperatura e
outros. Alguns desses tendem a inibir e outros a estimular a agdo enzimatica, afetando assim o
desempenho dos processos fermentativos (BASSO, et al., 2001).

A levedura hidrolisa a molécula de sacarose pela agdo da enzima invertase, gerando

uma molécula de glicose e uma molécula de frutose:

CipH 201+ HDO ——»  Ce¢H 1206 + CeH 1206 (1)

A partir das moléculas de 6 carbonos obtidas, a levedura inicia seu metabolismo de

acordo com as condi¢des do meio, produzindo etanol e CO, em condi¢des de anaerobiose:

CeH1206 —» 2C,HsOH + 2CO,+ 2 ATP (2)

Na presenca de oxigénio ocorre a respiragao:

C6H1206 + 02 e 6C02 + 6H20+ 38 ATP (3)
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Estequiometricamente, o rendimento do processo fermentativo ¢ 0,511g de etanol/g de

hexose, porém ocorrem, juntamente com a fermentacdo etanolica, reacdes secundarias,
resultando na redu¢do do rendimento tedrico. Quando se trabalha com substratos (mosto)
complexos, em processos industriais, notadamente na presenca de corpos estranhos ao meio
(fibras, gomas, leveduras selvagens, etc), observa-se a geracdo de novos subprodutos e o
rendimento industrial ¢ reduzido para at¢ 90% (LIMA; MARCONDES, 2002, LIMA;
BASSO; AMORIM, 2001).

Figura 5 - Via Glicolitica.
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2.3.6 Fatores Fisicos, Quimicos e Microbioldgicos que Afetam o Desempenho da
Fermentacao Etanodlica

2.3.6.1 Fatores Quimicos

a) pH

As fermentacgdes se desenvolvem numa ampla faixa de valores de pH, sendo adequada
entre 4 ¢ 5. Os valores de pH dos mostos industriais geralmente se encontram na faixa de 4,5
a 5,5, com boa capacidade tamponante, especialmente os preparados com melago (LIMA et.
al. 2001).

No processo de fermentagao com reutilizagdo da levedura, faz-se seu tratamento com
acido sulfurico em pH de 2,0 a 3,2, durante aproximadamente uma hora, visando a redu¢ao da
carga microbiana. A fermentagdo etanolica se inicia com valores de pH baixos, finalizando
com valores de 3,5 a 4,0. Fermentagdes conduzidas em meios mais acidos resultam em
maiores rendimentos de etanol, pelo fato de restringir o crescimento do fermento, com a
consequente reducdo da producdo de glicerol, a0 mesmo tempo em que reduz a contaminagao
bacteriana. Entretanto, fermentacdes etandlicas desenvolvem-se bem em niveis mais elevados,
em substratos de alto poder tampdo, como os melagos, em pH 5,8/5,9. Os caldos de cana

fermentam sem corre¢do de acidez, em pH natural que varia de 5,2 a 6,8 (LIMA, 2001).

b) Nutri¢do Mineral e Organica

Os nutrientes também tém papel importante na obten¢do de um bom rendimento
industrial para fermentacao etanolica. O caldo de cana, por sua natureza, possui sais minerais.
Entretanto suas quantidades variam em funcao do solo, clima e periodo do ano. Desta forma,
torna-se necessaria a suplementagdo adequada de alguns elementos para obtencdo de uma
fermentagdo satisfatoria.

O fosforo ¢ um suplemento essencial, pois favorece a a¢do das leveduras e aumenta
eficiéncia e produtividade do processo fermentativo. Outro elemento importante no
metabolismo da levedura € o nitrogénio. A forma como esse nutriente se encontra disponivel
influencia na melhor absor¢cdo do mesmo pela levedura, onde a forma mais favoravel ao seu

aproveitamento ¢ a amoniacal (VASCONCELOS, 1987).
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Na auséncia desta forma, a levedura procura outras fontes, como aminoacidos, que
influenciam na formagdo de subprodutos como alcoois isoamilico, amilico, propilico entre
outros. Os nutrientes metdlicos também apresentam grande importancia no processo
fermentativo, uma vez que s@o responsaveis pelo bom desempenho das reacdes enzimaticas
(VASCONCELOS, 1987). A Tabela 3 apresenta as concentragdes dos principais minerais
para uma boa fermentacao etanolica. Tais nutrientes podem ja estar presentes no mosto, sendo
desnecessarias adi¢des. Entretanto, podem ocorrer teores inadequados e deficiéncia de alguns

e concentracdes excessivas de outros.

Tabela 3 - Concentracdo de nutrientes minerais no mosto.

Nutriente Concentraciao Nutriente Concentracio
Mineral (mg/L) Mineral (mg/L)
NH," 40 — 5900 Co™ 3,5
P 62 — 560 Zn"" 0,5-10
K"* 700- 800 Cu™ 7
Ca™ 120 Mn ™" 10 - 80
Mg"™ 70 —200 Fe ™ 0,2
SO, 7-280
Na 200

Fonte: (Lima et al, 2001)

¢) Concentragao de etanol

O processo fermentativo pode ser inibido ndo sé pelos seus proprios produtos, como o
etanol, como por diferentes substancias que podem estar presentes nos mostos.

Como ja foi citado anteriormente, com relacao ao efeito inibitorio do metabolismo das
leveduras, quanto as taxas de etanol produzidas e presentes no meio em fermentacdo, a
inibi¢do do crescimento microbiano ocorre para a maioria das leveduras a 110 g/L de etanol,
porém as Saccharomyces sake toleram concentracdes de até 160 g/L de etanol. Entretanto, o
etanol parece nao ter um efeito unico, provocando modificacdes nas propriedades da
membrana lipidica e nos sistemas de transporte de soluto e agindo sobre algumas enzimas

(STECKELBERG, 2001).
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d) Concentragao de Acgucares

O controle da adi¢do de aglicares ¢ de fundamental importancia no desempenho da
fermentagdo etandlica, visto que os acucares redutores totais (ART) e o etanol, em
determinadas concentragdes, exercem efeito de inibicao sobre o metabolismo das leveduras.

Segundo Vasconcelos (2010), a adogao de um perfil de alimenta¢ao adequado reduz o
tempo de fermentacdo e aumenta a eficiéncia fermentativa, ndo exigindo, necessariamente,
investimentos ¢ modificagdes na engenharia do processo. A concentracdo de acgucares pode
afetar tanto o crescimento das leveduras quanto a producao de etanol. Se o objetivo for a
producdo de biomassa, ¢ conveniente que o processo seja conduzido com baixas
concentragdes de aglicares e aeragdo, para se evitar que, mesmo em presenga de oxigénio, a
respiracdo seja reprimida em concentracdes elevadas de agtcares.

Concentragdes elevadas de acgucares podem ocasionar elevadas concentragdes de
etanol no meio fermentado (vinho) ou fermentagdes incompletas, com formagao de
subprodutos indesejaveis, podendo reduzir consideravelmente a eficiéncia da fermentagao,
enquanto concentragdes adequadas de agucares aumentam a velocidade de fermentacdo e a
produtividade, melhorando o desempenho do processo fermentativo, pois possibilitam menor
crescimento celular e menor formacao de glicerol, para a mesma quantidade de glicose/frutose

metabolizada (VASCONCELOS, 2010).

e) Antissépticos

No Brasil nao € usual esterilizarem-se os mostos nas destilarias de etanol. Quando se
faz a clarificacdo do caldo, por aquecimento, hd redu¢dao dos microrganismos, mas ndo ¢ uma
esterilizacdo, pois, apos a clarificagdo, o meio ¢ resfriado e colocado em dornas sem os
cuidados necessarios para manter um ambiente livre de microrganismos. Para controlar o
problema das contaminacdes, aconselha-se o uso de antissépticos, capazes de criar ambiente
favoravel ao desenvolvimento das leveduras e desfavoravel a outros microrganismos (LIMA,

etal., 2001).
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f) Antibidticos

Pela mesma razdo por que se empregam os antissépticos, usam-se antibidticos nas
fermentagdes industriais para producao de etanol.
A penicilina ¢ um bom inibidor de contaminag¢des, com o emprego de 500 a 1.000 U.I. por
litro de mosto, observando-se aprecidvel aumento do rendimento em etanol nos mostos

tratados. A escolha do antibiotico depende de seu custo no tratamento (LIMA, et al. 2001).

2.3.6.2 Fatores Fisicos

a) Temperatura

Segundo Borzane ef a/.(2001), baixas temperaturas permitem obter alto rendimento
em etanol, ndo somente pela fermentagdo mais completa, mas também por minimizar a perda
por evaporagao.

Em contrapartida, fermentagdes realizadas a altas temperaturas estdo mais sujeitas a
contamina¢do microbiana e a evaporagdo do etanol. A temperatura 6tima de producgdo de
etanol decresce quando se acumulam altas concentra¢des desse produto no reator, o que leva a
necessidade de controle da mesma em processos industriais, € resfriamento das dornas de
fermentagdo conforme o etanol ¢ formado (STECKELBERG, 2001). A temperatura ¢ um
fator que também ira afetar a velocidade da reacdo, a natureza e quantidade de compostos
secundarios formados. A temperatura Otima para o bom desempenho das leveduras e
conseqiiente rendimento das fermentagdes ¢ na faixa de 26 a 35°C.

Segundo Jimenez; Van Uden (1985), citados por (ATALA, 2000), a tolerancia do
etanol pela S. cerevisiae diminui quando o valor da temperatura ¢ aumentado. Em uma faixa

de 12 a 28° C, a tolerancia ¢ constante, porém acima de 28°C, ela decresce.
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b) Agitagao

Segundo Vasconcelos (2010), a agitacio mecanica proporciona ao processo
fermentativo uma série de beneficios como: menor gradiente de temperatura; impedimento da
formacdo de “fundos nas dornas de fermentagdo”; menor tempo de fermentacdo; maior
produtividade em etanol; maiores eficiéncias fermentativas e de processo; amostragem

representativa; e maior viabilidade celular.

2.3.6.3 Fatores Microbiologicos

a) Concentragao do Indculo

Maiores concentragdes de levedura na dorna permitem fermentagdes mais rapidas,
com maior produtividade e com maior controle sobre as bactérias contaminantes, além de
restringir o crescimento da propria levedura independente do processo fermentativo adotado
(VASCONCELQS, 2010). Por outro lado, elevado teor de levedura exige energia de
manutengdo maior, isto €, maior consumo de agucar para manter as células vivas. Como
conseqiiéncia, resulta em maior competicdo pelos nutrientes do meio (minerais e vitaminas),
diminuindo a viabilidade do fermento.

Dependendo das condigdes do processo, da concentracdo de nitrogénio amoniacal no
mosto ¢ da taxa de recirculagdo do fermento, sdo atingidas concentragdes excessivas de
levedura. A utilizagdo de acido benzdico mostra-se capaz de reduzir o crescimento excessivo
da levedura, ao mesmo tempo em que diminui a formacao de glicerol e aumenta o rendimento

da fermentacao (LIMA, et al., 2001).

b) Contaminacdo Bacteriana

A contaminagao bacteriana influencia de forma negativa a fermentagao alcoolica, uma
vez que as bactérias competem com a levedura pelo mesmo substrato e geram subprodutos
que sdo inibidores do crescimento da levedura. As instalagdes de usinas geralmente ndo sdo
projetadas para trabalhar com culturas puras, entretanto infec¢des cronicas devem ser

eliminadas, pois afetam o rendimento da producao de etanol (LIMA, et al., 2001).



36

Revisdo Bibliografica

Sabe-se que as bactérias lacticas sdo os principais contaminantes do processo de
fermentacdo etanodlica. Concentragdes de 4acidos lacticos e acéticos sdao medidas
periodicamente para controle dos niveis de infeccao.

Testes com culturas puras de S. cerevisiae em presenca de acidos lactico e acético
demonstram que as mesmas se estressam e produzem menos etanol e biomassa. Ainda, a
contaminac¢do bacteriana ocorre em diferentes tipos de substrato, como os provenientes do
milho, do trigo e da cana-de-agucar, entre outros. Varios agentes quimicos e bioquimicos tém
sido testados para combater estas bactérias, como peroxido de hidrogénio, metabissulfito de

potassio e antibioticos, como a penicilina (SKINNER, 2004).

2.3.7 Controle na Fermentacao Etanolica Industrial

A fermentacgdo alcodlica industrial ¢ um processo que, algumas vezes, se processa em
condi¢cdes adversas. Canas cortadas hd muitos dias, secas, infeccionadas com diversos tipos de
microrganismos, mostos com impurezas minerais € organicas, sao fatos comuns nestas
condi¢des de matéria-prima. As contaminagdes apresentam-se com freqiliéncia, prejudicando o
rendimento econdmico. Esse inconveniente, que no final termina se tornando um grande
problema para as destilarias, conduzem a quedas de rendimento e produtividade em etanol.
Portanto, o controle das fermentagdes deve ser feito com o maximo critério possivel,

destacando-se os discutidos a seguir.

a) Tempo de Fermentacgao

De acordo com Vasconcelos (2010), o tempo de fermentacdo na industria
sucroalcooleira, ¢ de seis a nove horas, quando a fermentagao ¢ conduzida em batelada. Sendo
continua, o tempo de residéncia pode ser estimado entre oito e dez horas. Tempos elevados
podem indicar contaminagdes, baixas viabilidades das leveduras, baixas concentragcdes de

leveduras no meio em fermentagao, excesso de agiicares no mosto, entre outros fatores.
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b) Odor de fermentacao

O aroma das fermentagdes puras ¢ penetrante, ativo, e tende para odor de frutas
maduras. Cheiro acido, a ranco, acido sulfidrico e outros, indicam irregularidade (LIMA,

2001).

c) Aspecto de espuma

Embora varie com a natureza do mosto, temperatura e a estirpe da levedura, a espuma
apresenta-se com aspecto tipico e caracteristico, nas mesmas condi¢cdes de fermentagdo.

Alteragdes nessas caracteristicas indicam irregularidade (LIMA, 2001).

d) Acidez

Desde o comecgo até o final da fermentacdo ha um acréscimo na acidez titulavel.
Quando a acidez final for maior que o dobro da inicial ¢ sinal de ma fermentagao (LIMA,

2001).

e) Acucares Residuais

As concentracdes de agucares residuais no final da fermentacdo devem ser as menores
possiveis. Segundo Vasconcelos (2010), vinhos provenientes de mostos de melaco
apresentam agucares residuais bastantes superiores aos de mosto de caldo. Os de mosto mistos

apresentam valores intermediarios.

f) Eficiéncia da Fermentagao

E o parametro que indica a eficiéncia de conversao dos agucares em etanol e pode ser
calculado considerando-se os agucares adicionado (eficiéncia do processo) ou os efetivamente

consumidos (eficiéncia da fermentagao) (VASCONCELOS, 2010).
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g) Produtividade

Segundo Vasconcelos (2010), a produtividade representa a quantidade de etanol
produzida, na unidade de tempo e na unidade de volume. Este parametro, juntamente com a
eficiéncia de fermentacdo, ¢ um bom indicativo de desempenho da fermentacao etanoica,

principalmente quando se faz o isolamento e sele¢do de leveduras.

h) Concentragdo de Acucares

Este ¢ parametro dos controles mais importantes da fermentag¢do etanolica. Segundo
Vasconcelos (2010), quando o processo € por batelada, o controle ¢ feito a intervalos de uma
hora, do inicio ao final da fermentagdo, pela medida do Brix. Os valores devem indicar uma
curva caracteristica para as condi¢des operacionais do processo fermentativo. Ha aumento do
Brix durante a fase de enchimento do fermentador, dependendo do perfil de enchimento. Ao
fim desta fase, o decréscimo assume perfil hiperbolico decrescente. Se o perfil de consumo de
agucares, realizado pela curva de Brix, fugir do padrdo, pode haver desequilibrio entre a

adi¢do e o consumo de acucares pelas leveduras.

2.3.8 Fases da Fermentacdo Etanolica

A fermentagdo etandlica pode ser dividida em etapas distintas: Fase preliminar, Fase
principal ou tumultuosa e Fase complementar. Na fase preliminar ocorre grande multiplicagdo
celular, pequena elevacdo de temperatura e pequeno desprendimento de CO:2. Nesta etapa
garante-se a producao de grande quantidade de células (BASSO et al.,2001).

Na segunda fase, tumultuosa, acontece o desprendimento de dioxido de carbono de forma
intensa, devido ao grande nimero de células presentes no meio que desdobram os agucares
fermentesciveis do mosto em etanol, sendo a fase de maior tempo de duracdo. A temperatura
eleva-se rapidamente, a densidade do mosto reduz-se e aumenta-se a porcentagem de etanol e
a acidez. A elevagdo da temperatura deve ser corrigida com um sistema de refrigeragdao. Na
fase complementar observa-se a diminui¢do da intensidade do desprendimento do didéxido de

carbono, até encerramento da fermentagao (BASSO et al.,2001).
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2.4 FORMAS DE CONDUCAO DA FERMENTACAO ETANOLICA

Segundo Schmidell; Facciotti (2001), a condu¢do de uma fermentagdo pode ser feita
de diversas formas. O reator bioldgico, local onde ird acontecer o processo, poderd ser
operado na forma continua, semi-continua, descontinua alimentada (batelada alimentada)
e,em todas as formas de conducao citadas pode haver recirculacdo de fermento. Na produgao
industrial de etanol em grande escala, os processos fermentativos se classificam em processos
em batelada e continuos, sendo que a denominagdo batelada na pratica industrial da producao
de etanol se refere a batelada alimentada.

Ao nivel industrial, os biorreatores, também denominados de dornas, que sdo reatores
de aco carbono e mantidos a temperatura entre 33 e 35°C, por meio de trocadores de calor de
placas, até o final do processo, quando a concentragdo de etanol se situa entre 7 ¢ 12° GL. Nas
dornas fechadas, ¢ usual a presenca de um sistema de lavagem do gis de saida para
recuperagdo do etanol evaporado (as perdas por evaporagdo correspondem a 1,5% de todo
etanol gerado). No inicio da fermentacio ¢ utilizada alta concentracio celular (10° a
10"células/mL) e ao fim da fermentagdo a concentragio celular atinge valores 10 a 100 vezes
maiores que o inicial (concentracdo final de 10 células/mL) (DUARTE; LOURENCO;
RIVEIRO, 2006).

2.4.1 Processo Descontinuo

As fermentacdes descontinuas cldssicas, ou simplesmente fermentacdes descontinuas,
vém sendo utilizadas pelo homem desde a antiguidade e, ainda hoje, sdo as mais empregadas
para a obtencao de varios produtos fermentados. Sdo também conhecidas por fermentagdes
por batelada ou processo descontinuo de fermentagao.

Na fermentagdo em processo descontinuo (ou batelada), o substrato e as células da
levedura sdo adicionados juntos ao biorreator (KEIM, 1983), sendo efetuado um indculo por
tanque (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001). O tnico material adicionado e removido durante
a fermentagcdo em batelada ¢ a troca de gases e as solugdes para controle de pH e anti-
espumantes. Terminada a fermentagdo, descarrega-se a dorna e o meio fermentado segue para
os tratamentos finais. Entdo, deve-se lavar a dorna, esteriliza-la e recarrega-la com mosto e

indculo.
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Uma das vantagens da operacdo em batelada (processo descontinuo) ¢ a maior flexibilidade
que pode ser alcancada usando um biorreator para varias especificagdes de produtos
(CAYLAK; SUKAN, 1996). Este processo ¢ mais utilizado na industria de alimentos.

Por outro lado, a principal desvantagem da fermentagdo descontinua é o tempo gasto
entre as bateladas, compreendendo a carga e descarga do fermentador, a limpeza, esterilizagao
e a reinicio do processo (REVIEW, 2007). Outra desvantagem ¢ que a fermentacdo em
processo descontinuo pode levar a baixos rendimentos e/ou produtividades, quando o
substrato adicionado de uma vez s6 no inicio da fermentagdo exerce efeitos de inibigao,
repressdao ou desvia o metabolismo celular para formacao de produtos que nao interessam.
Apesar de este processo apresentar algumas desvantagens, apresenta menores riscos de
contamina¢do, grande flexibilidade de operagdo, devido ao fato de poder utilizar os
fermentadores para a fabricacdo de diferentes produtos, a possibilidade de realizar fases
sucessivas no mesmo recipiente, condi¢do de controle mais estreito da estabilidade genética
do microrganismo, assim como a capacidade de identificar todos os materiais relacionados
quando se esta desenvolvendo um lote de produto (CARVALHO; SATO, 2001).

Um rendimento de etanol alto requer alta concentracdo inicial de agucar e isto gera
uma alta pressao osmoética do meio sobre as células. A adi¢do gradual de agucar no meio
conforme sugerido por Melle-Boinot (SCHIMIDELL; FACCIOTTI, 2001), minimiza os
efeitos da pressdo osmotica e dos niveis altos de etanol produzido. Por outro lado, a
combina¢do da alta concentracdo de aclicar com a elevagdo da temperatura pode inibir o
crescimento (GRUBB; MAWSON, 1993). O efeito da pressdo osmotica alta pode ser
observado em destilarias brasileiras quando a concentracdo de agtcar do mosto ¢ maior ou
igual a 250 g.L. Dependendo do nivel de etanol nas dornas de fermentacdo, pode ocorrer

diminuicdo da tolerancia a temperatura.
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2.4.2 Fermentacao Descontinua Alimentada (Batelada Alimentada)

Os processos em batelada alimentada sdo eficientes e versateis na grande maioria dos
processos fermentativos, incluindo os de fermentagado etanoélica.

Segundo, Macneil; Harvey (1990); Viegas (2003), concluiram que o processo de batelada
alimentada, permite o controle da concentracdo de aglicar, minimizando assim os efeitos de
inibi¢ao pelo substrato e permitindo a sua adicdo em momentos favoraveis a fermentagao.

O processo descontinuo alimentado ¢ definido como uma técnica na condugdo dos
processos microbianos, onde podemos encontrar um ou mais nutrientes que serao adicionados
ao fermentador durante o cultivo e em que os produtos ai permanecem até o final da
fermentagdo. De acordo com Carvalho; Sato (2001), se esta adi¢do ¢ feita de forma que se os
nutrientes forem adicionados em sua totalidade no inicio da fermentagdo, esse sera um fator

inibitorio do processo (Figura 6).

Figura 6 - Modo de operagdo do
processo descontinuo alimentado.
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F
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Fonte: CARVALHO; SATO, 2001

A vazao de alimentagdo pode ser constante ou variar com o tempo, € a adicdo de
mosto pode ser de forma continua ou intermitente. Mudanca de volume pode ou nao ocorrer,
dependendo da concentracao de substrato e da taxa de evaporacao do sistema. Cada condigao
de trabalho pode levar a diferentes perfis de concentragdo ndo sé de substrato, mas também de
células e produtos. Num cultivo, sabe-se que € crescente o numero de microrganismos durante

o periodo correspondente ao enchimento da dorna (CARVALHO; SATO, 2001) (Figura 7).
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No entanto a concentragdo de microrganismos pode ter um perfil decrescente durante o
periodo correspondente ao enchimento da dorna. Isso pode ocorrer, pois a concentracao
celular ndo depende somente da massa de microrganismos, mas também da variagdo de
volume decorrente da adi¢do de mosto a dorna. Por outro lado, deve-se lembrar que, apos a
fase de enchimento da dorna, o processo passa a ter caracteristica de processo descontinuo
classico (sem entrada ou saida de fluido a dorna) e a fermentagdo termina no instante a partir
do qual a massa de produto na dorna permanece constante (CARVALHO; SATO, 2001).

A principal vantagem do sistema descontinuo alimentado ¢ que a inibi¢@o e repressao
de catabdlitos sdo impedidas por alimentacdo intermitente do substrato. Se o substrato tem um
efeito inibitério, a adicdo intermitente melhora a produtividade da fermentacdo pela
manutengdo de uma concentragdo baixa de substrato no meio em fermentagdo. E essencial
manter o volume da cultura constante na operagdo continua, enquanto no processo
descontinuo alimentado ha variacao no volume do meio na durante a fase de enchimento. Para
solucionar estes problemas surgidos com o uso de leveduras termotolerantes em processo
descontinuo, a técnica de cultura em processo descontinuo alimentado geralmente tem sido
utilizada. Neste sistema parte do problema de alta concentragdo inicial de aglicar pode ser
solucionada através da adi¢ao gradual do substrato por certo periodo a partir do inicio da
cultura. Esta forma de alimentacdo, entretanto, ndo parece reduzir os efeitos inibitérios do
acumulo de etanol na cultura (BANAT et al., 1998).

Neste processo, ao término a fermentacdo, o vinho ¢é separado por centrifugagdo,
retornando-se as células ao reator apds tratamento adequado para diminuir os contaminantes
das leveduras. A seguir, inicia-se a alimentacdo com o mosto a ser fermentado (na verdade, a
introducgdo do indculo e a alimentagdo de mosto ocorrem simultaneamente desde o inicio do
processo), € assim, o processo € operado na forma de um reator descontinuo alimentado na
maior parte do tempo. Quando as dornas encontram-se preenchidas, aguarda-se tempo
suficiente para o consumo total dos agucares fermentesciveis (SCHMIDELL; FACCIOTTI,
2001).
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Figura 7 - Massa celular (Mx) e
concentracdo celular (x) em fungdo do
tempo para um processo descontinuo
alimentado.

Fonte: CARVALHO; SATO, 2001

Em escala industrial, o processo descontinuo foi adaptado tendo em vista otimizar a
producao, de modo a atender o objetivo de diferentes industrias (BORZANI, 1975). No
caso das destilarias de etanol, o processo com recirculagdo de microrganismo foi utilizado e
como o proprio nome indica, usa como indéculo o microrganismo da batelada anterior. Para
isto, o meio fermentado ¢ centrifugado, separando assim as células e reutilizando-as. No
entanto, como ha a tendéncia de aumentar o nimero de contaminantes a cada nova batelada,
as usinas normalmente empregam uma metodologia para elimina-los. Consiste num
tratamento do leite de levedura (suspensao de leveduras altamente concentrada, obtida a partir
da centrifugagdo do meio fermentado) com agua e 4cido sulfurico. Deixado nessas condigdes,
sob agitacdo por 2 a 3 horas, proporciona a eliminacdo de contaminantes, bem como de

células que ja se apresentam em fase de degeneragao

2.4.3 Processo Continuo

No processo continuo, o material nutriente (que contém a fonte de carbono e outros
nutrientes) ¢ bombeado continuamente dentro de um frasco agitado, onde os microrganismos

estdo ativos € a0 mesmo tempo, o produto € retirado do sistema.
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Neste tipo de processo, ¢ essencial manter um volume de cultura constante.

O produto, o qual ¢ retirado do topo de um biorreator, contém etanol, células e acucar residual
(CAYLAK; SUKAN, 1996). A manutencdo de volume constante de liquido no reator ¢ de
primordial importancia, a fim de que o sistema atinja a condi¢cdo de estado estacionario,
condi¢do na qual as variaveis de estado (concentragdo de células, de substrato limitante e
de produto) permanecem constantes ao longo do tempo de operagao do sistema (FACCIOTT]I,
2001).

As principais vantagens do processo continuo de fermentacdo (FACCIOTTIL, 2001),
em relacdo ao descontinuo tradicional, sdo decorrentes da operagao em estado estacionario;
dentre elas estdo: a) aumento de produtividade do processo, em virtude de uma redugdo do
“tempo morto” ou ndo-produtivo; b) obtencdo de caldo fermentado uniforme, o que
facilita o projeto das operagdes de recuperacdo do produto de interesse; ¢) manutengdo das
células em um mesmo estado fisioldgico, o que torna o processo continuo uma excelente
ferramenta para estudos de mecanismo de regulagdo metabdlica (MARTINI et al,
1989; SCHMIDELL; FACCIOTTI, 1994) ou, ainda, para estudos de otimizacdo da
composicdo de meio de cultura (GOLDBERG; ER-EL, 1981; KUHN et al, 1979) d)
possibilidade de associacdo com outras operagdes continuas de linha de producao; e)
maior facilidade no emprego de sistemas de controle mais sofisticado; f) menor
necessidade de mao-de-obra.

O processo continuo possui algumas desvantagens ou problemas praticos e de
acordo com (FACCIOTTI, 2001), que podem limitar o emprego deste tipo de sistema em

escala industrial, para alguns processos fermentativos. Assim, podem-se destacar:

¢) Maior investimento inicial da planta;

d) Possibilidade de ocorréncia de mutagdes genéticas espontaneas, resultando na sele¢ao
de mutantes menos produtivos;

e) Maior possibilidade de ocorréncia de contaminagdes por se tratar de um sistema
aberto. No entanto, necessita de manutencao de condi¢des de assepsia nos sistemas de
alimentacao e retirada de meio;

f) Dificuldades de manutengdo de homogeneidade no reator, quando se trabalha com
baixas vazodes, ou quando o caldo adquire comportamento pseudoplastico, como ¢ o

caso do cultivo de fungos filamentosos;
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g) Dificuldades de operacdo em estado estaciondrio em determinadas situagdes
(formagao de espuma, crescimento de microrganismo nas paredes do reator, ou ainda,

nos sistemas de entrada e saida de liquidos).

Apesar dos problemas acima mencionados, a utilizagdo do processo continuo de
fermentagdo encontra grande aplicagdo pratica, como por exemplo, a fermentacao etanolica,
onde se utiliza normalmente, em escala industrial, o processo continuo com reciclo de
células ou, ainda, o processo continuo em multiplos estagios (FINGUERUT, 1993),
permitindo, desta forma, a obtencdo de elevados rendimentos e produtividades do
processo. A escolha entre processo continuo ou em batelada para producao de etanol por
fermentacdo gera muita discussdo. Tradicionalmente as destilarias e usinas brasileiras usam o
sistema descontinuo ou de batelada alimentada, processo que comega a enfrentar concorréncia
do modelo continuo, porém a polémica entre processos concorrentes sempre existiu na area
industrial das usinas. No Brasil, o sistema de batelada ¢ considerado mais confiavel por
muitos engenheiros, por apresentar sistema de assepsia mais facil.

Segundo estudos realizados por Amorim (2005), o sistema em batelada alimentada
apresenta maior rendimento, maior teor alcodlico no final da fermentac¢ao, maior flexibilidade
e ¢ menos sujeito a contaminagdes. O sistema continuo apresenta menor custo de instalagdo,
automatizacao mais facil e menor volume de equipamentos, tais como dornas e trocadores de

calor.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia das concentragdes de agucares nos mostos, sobre o desempenho
da fermentacdo etandlica conduzida em batelada alimentada com vazdo varidvel de
alimentacdo, definindo as melhores concentragdes de ART nos mostos (de caldo, de melago e

misto) que conduzam a melhores eficiéncias de fermentacao e produtividade em etanol.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Utilizacdo de condi¢des de matéria-prima, de indculo e de alimentagdo de mosto

semelhantes as utilizadas industrialmente;

e Condugdo de fermentagdes etanolicas em batelada alimentada, com vazao variavel de
alimentacdo, utilizando-se mostos de melago, caldo de cana e misto (melago + caldo

de cana em diferentes proporcdes), com diferentes concentracdes de agucares;

e Definicdo do comportamento cinético do processo para os 3 tipos de mosto, com

mesmo perfil de enchimento e diferentes concentracdes de ART.
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4 MATERIAL E METODOS

Inicialmente foram realizados testes preliminares com o objetivo de determinar as
condi¢des de operacdo, de acordo com a vazdo de alimentagdo a ser utilizada e o ajuste da

metodologia mais adequada em fun¢ao dos diferentes tipos de mostos.

4.1 PREPARO DA AMOSTRA

4.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado para o desenvolvimento da fermentagdo etandlica foi a

levedura Saccharomyces cerevisiae, sob a forma granulada seca, adquirida no comércio local.

4.1.2 Matéria-prima

Para a realizagdo das fermentacdes etandlicas, foram utilizadas como matérias-primas
melaco (Figura 8) e cana-de-agucar (caldo) (Figura 9).

Os mostos foram de caldo de cana-de-agucar, de melago, proveniente da fabricacao de
acucar VHP - Very High Polarization (melago mais agua) e misto (melago mais caldo), com
propor¢des melago:caldo previamente calculadas em relagdo aos diferentes valores do Brix

dos mostos.

Figura 8 — Melago. Figura 9 - Colmos de Cana-de-Acgucar.

A

Fonte: (Autora, 2011) Fonte: (Autora, 2011)
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4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para a condu¢do da fermentagdo etanolica, o controle do enchimento do fermentador
foi realizado por bomba dosadora (ProMinent D-69123 Heltelberg). Previamente, foi

realizada uma curva de calibragdo, plotando-se vazao versus escala da bomba (Figura 10).

Figura 10 - Curva de calibragcdo da bomba dosadora utilizada nos ensaios.
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Fonte: (Autora, 2011)

4.2.1 Preparo do Inoculo

O in6culo para a conducao da fermentacao etandlica foi preparado dissolvendo-se 80g
de fermento granulado seco, em 1 litro de agua, pré-aquecida a 37°C. O indculo assim
preparado foi colocado em reator de polipropileno de 4L de volume de trabalho. Em seguida,
acoplou-se um agitador mecanico, iniciando-se o enchimento do reator. O volume de mosto,

independentemente do tipo, foi sempre de 3L.
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4.2.2 Perfil de Enchimento do Fermentador

Foi adotado como perfil de enchimento do fermentador, em todos os ensaios,
independentemente do tipo de mosto utilizado e das concentragdes de ART avaliadas, o
mostrado na Figura 11. Nesta Figura, verifica-se que a primeira vazao foi ajustada para
0,75L.h'1 e, a cada 30 minutos, sofreu decréscimo de 0,1L, chegando ao final de 3 horas de

enchimento com vazdo de 0,25 L.h

Figura 11 - Perfil de enchimento utilizado nos ensaios experimentados.
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Fonte: (Autora, 2011)

O arranjo experimental pode ser visualizado nas Figuras 12a e 12b. Ressalte-se que a

agitacdo mecanica foi utilizada durante todo o processo fermentativo.
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Figura 8a - Esquema experimental da fermentacdo etandlica em batelada
alimentada.

Agitador mecéanico

Bomba dosadora

Reator

Reservatdrio de mosto

Fonte: (Autora, 2011)

Figura 12b - Foto experimental da fermentagéo etandlica em batelada alimentada.

05/11/2010

Fonte: (Autora, 2011)
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4.2.3 Cinética da Fermentacao Etanodlica

Para o acompanhamento cinético, as amostras foram retiradas no inicio e no final do
processo, bem como durante toda a fermentagdo, em intervalos de 1 hora, analisando-se
sempre pH, acidez sulftrica, quantidade de células, Actcares Redutores Totais - ART e teor
alcodlico. Os experimentos foram realizados na Unidade Experimental de Produgdo de
Derivados da Cana-de-acucar — UEPDCA, da Unidade Académica Centro de Tecnologia da
UFAL. Os resultados do acompanhamento da cinética da fermentagdo etandlica podem ser

verificados no apéndice.

4.2.4 Preparo do Mosto

Os ensaios foram conduzidos em reatores de polipropileno, utilizando processo em
batelada alimentada com vazdo variavel de alimentagdo, utilizando-se diferentes tipos de
mosto: caldo decana — de - agucar (12, 14, 16, 18 ¢ 20°Brix), melago (12, 14, 16, 18, 20, 22,
24,26, 28 e 30° Brix) e misto (12, 16 e 20 °Brix). Os mostos foram preparados de acordo com

as dilui¢des previamente calculadas, para cada tipo, conforme descrito a seguir:

v Mosto de caldo: o caldo de cana apresentou Brix de 17,8g/100g. Para a preparagio dos
mostos com Brix de 12, 14 e 16g/100g, o caldo foi diluido com 4gua, enquanto para os
de 18 € 20g/100g, o caldo foi concentrado por aquecimento;

v" Mosto de melago: apresentando o melago Brix de 82,1g/100g, fez-se necessario
dilui¢des com agua para a preparagao dos mostos com Brix entre 12 e 30°Brix;

v" Mosto misto: foi preparado utilizando-se propor¢des variaveis de melago: caldo com o

Brix devidamente corrigidos para os ensaios pretendidos, de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4 - Propor¢des melago: caldo na preparagdo do mosto misto.

Proporc¢oes melaco: caldo
Utilizadas na preparacio dos mostos

Melaco (%) Caldo (%)
20 80
40 60
50 50
60 40
80 20

Fonte: (Autora, 2011)
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4.3 METODOLOGIA ANALITICA

4.3.1 Determinagao do pH

A determinagdo do pH foi realizada por potenciometria, utilizando-se um

potencidometro digital da DIGIMED, modelo DM-20 (Figura 13).

Figura 9 - Potenciometro utilizado
na determinagdo do pH.

Fonte: (Autora, 2011)

4.3.2 Determinagao de Solidos Soluveis

As determinagdes dos solidos totais dissolvidos foram realizadas por refratometro
portatil (mosto) e densimetria (aredmetro de Brix) nos meios em fermentagdo e fermentado

(Figura 14), de acordo com (VASCONCELQOS, 2001; ICUMSA, 1994; CALDAS, 1998).

Figura 10 - Determinagao
do Brix dos meios em
fermentacdo e fermentado.

Fonte: (Autora, 2011)
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4.3.3 Determinagao dos Ac¢ucares Redutores Totais - ART

A quantificacdo dos ART presentes nos mostos e vinhos, foi realizada pelo método de
Eynon & Lane, utilizando-se, na titulagdo, equipamento denominado REDUTEC, da
TECNAL, Modelo TE 088 (Figura 15). Este método baseia-se na determinacdo dos
componentes que reduzem o Cu> a Cu', e os resultados sdo expressos como glicose

(VASCONCELOS, 2001).

Figura 11 - Equipamento utilizado
para  determinacdo dos ART-
REDUTEC.

Fonte: (Autora, 2011)

4.3.4 Densidade

Para a determinagao da densidade, foi utilizado um baldo volumétrico de 500 mL, o
qual foi pesado e completado o volume com a amostra a ser quantificada.
Em seguida foi anotado o valor da pesagem do baldo cheio de amostra e calculada a

densidade através da formula:

Onde:

D = Densidade da matéria-prima (g/mL)
m = Massa da amostra (g)

V = Volume da amostra (mL)



54

Material e Métodos

4.3.5 Determinagao do Teor de Etanol

Para a determinagdo do teor alcodlico, utilizou-se um microdestilador de etanol, da
TECNAL, modelo TE 012 (Figura 16). Para a destilagdo, foi retirada uma aliquota de 25 mL
do meio em fermentacao ou fermentado, sendo misturada com 25 mL de dgua destilada. Foi
feita a destilagdo, sendo recolhidos 50 mL da amostra destilada.

Essas amostras foram congeladas e posteriormente analisadas em densimetro digital

ANTOR PAAR (Figura 17), modelo DMA 48, na Usina Caeté (SANTOS 2008).

Figura 12- Microdestilador
de etanol.

Fonte: (Autora, 2011)

Figura 17 - Densimetro digital.
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Fonte: (Autora, 2011)
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4.3.6 Acidez Sulfurica

Este método baseia-se na determinacdo da concentragdo de substancias acidas
presentes nas amostras analisadas (expressas em g de H,SO4/L), utilizando-se NaOH 0,05 M e

fenolftaleina a 1% como indicador (VASCONCELQS, 2001).
4.3.7 Contagem de C¢lulas e Viabilidade Celular

Para a contagem de células, 5 mL de amostra foram diluidos com agua destilada em
um baldo de 100 mL. Para a contagem de células utilizou-se camara de Neubauer, segundo
metodologia descrita por (VASCONCELOS, 2001). A contagem celular foi realizada nos 16
campos destacados em vermelho, como mostra a Figura 18. A contagem foi realizada em
amostras do inoculo, do meio em fermentagdo e do vinho, sendo expressas em células

vivas/mL, células mortas/mL, células totais/mL e percentual da viabilidade celular.

Figura 13 - Camara de Neubauer.
| [l l

| | |
Fonte: (Autora, 2011)

A equagao abaixo foi utilizada para os céalculos de contagem celular:

Células/mL =D x n x 10*

Onde:

D = Fator de dilui¢do de cada amostra;

n = Média das cé€lulas contadas nos 16 quadrantes.
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Os resultados da cinética foram expressos em g/L. Esta transformagdo foi feita
considerando-se o peso de uma célula de levedura como sendo 0,998 x 10'°g

(VASCONCELOS, 1998).

4.4 PARAMETROS DA FERMENTACAO

4.4.1 Eficiéncia da Fermentagao

A eficiéncia fermentativa refere-se ao percentual de etanol produzido com relacdo a
quantidade de ART consumida (etanol teorico). Os calculos para este parametro foram
realizados através da equagdo descrita abaixo, onde o teor de ART consumido ¢ obtido pela

difereng¢a dos ART do mosto e dos ART do vinho.

EtOH

= X 100
(ARTadicionado — ARTresidual )X 0,511

nf

nf = Eficiéncia da fermentacao (%);

EtOH = Etanol produzido (g);

ARTadicionado = ART do Mosto (g);

ART residual = ART do vinho (g);

0,511 = Fator utilizado para conversdo de ART em etanol.

4.4.2 Eficiéncia do Processo Fermentativo

A eficiéncia do processo fermentativo compreende o percentual de etanol produzido
com relagdo a quantidade de ART disponivel no mosto. O céalculo deste pardmetro estéd

representado através da equagdo seguinte:
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~ EtOH
~ (ARTmosto X 0,511)

nP X 100

Onde:

np: Eficiéncia do Processo Fermentativo (%);

EtOH: Etanol Produzido (g);

ARTmosto: ART do Mosto(g);

0,511: Fator utilizado para conversdao de ART em etanol.

4.4.3 Produtividade em Etanol

A produtividade em etanol estd relacionada com a quantidade de etanol formada
durante o processo e o tempo de fermentagdo, ou seja, € a quantidade de etanol produzida na
unidade de tempo e na unidade de volume. A equagdo para o calculo deste pardmetro ¢

descrita a seguir:

EtOH

P EtOH =

Onde:

Pgion = Produtividade em etanol (g/L.h);

EtOH = Concentragédo de etanol no meio fermentado (g/L);

ty=Tempo de Fermentagdo (h).
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4.4.4 Determinagao dos Fatores de Conversao

a) Fator de conversao substrato — célula (Yx/s)

Representa a massa de células formadas em relacdo a massa de substrato consumida.

y _mX
x/s = 3

Onde:
mXf = Massa de células formadas (g);

mS = Massa de substrato consumido (g).
b) Fator de conversao substrato — produto (Yp/s)

Calculado pela relagdo entre a massa de etanol produzida e a massa de substrato
consumida.
meE
Ypls=—
P mS
Onde:
mE = Massa de etanol produzido (g);

mS = Massa de substrato consumido(g).
¢) Fator de conversao de célula — etanol (Yp/x)

Este fator representa a relagdo entre a massa de etanol produzida e a massa de células

formadas.

v _ mP
p/x = —

Onde:

mP = Massa de etanol produzido(g);

mX = Massa de células formadas(g).



59

Resultados e Discussdo

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para definicdo das condi¢des de operacdo mais adequadas da fermentacdo etanolica,
utilizando-se mostos de caldo de cana, melagco ¢ misto, foram realizados ensaios com
diferentes valores de ART (medindo-se indiretamente pelo Brix) e sua influéncia sobre a
eficiéncia da fermentacdo. Estes ensaios serviram para a defini¢do da melhor concentragao
dos ART nos mostos, que conduzissem a maiores eficiéncias fermentativa e produtividade em

etanol.

5.1 CARACTERIZACAO DO MICRORGANISMO

A levedura utilizada nos ensaios experimentais foi caracterizada pelas quantificagdes
de células vivas/g, e os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 5.

Antes da realizagdo dos experimentos, o microrganismo a ser utilizado foi analisado
para a verificagdo de sua capacidade fermentativa. Foram quantificados a viabilidade celular,
células vivas e mortas e brotamento. Para essa quantificagdo, pesou-se 1g de levedura
granulada seca que, apos dilui¢des adequadas, foram feitas as contagens em camara de

Neubauer, conforme item 4.3.7.

Tabela 5 - Caracteriza¢do do microrganismo utilizado nos ensaios experimentais.

Contagem Celular Valor
Células Vivas 2,975x 10° Células / g
Células Mortas 0,550 x 10° Células / g
Brotos 0,125x 10°Células / g
Células Totais 3,650x 10° Células / g
Viabilidade Celular 84,40 %

Fonte: (Autora, 2011)
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5.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

5.2.1 Caracterizagao do Melago e Caldo de Cana

Para a caracterizagdo do melaco e do caldo de cana, foram realizadas analises fisico-
quimicas para a caracterizagdo tecnologica destas matérias-primas, antes da realizacao dos
ensaios.

Tabela 6 - Caracterizac¢do do caldo de cana-de-agucar e do melago utilizados nos ensaios
experimentais.

Parametro Caldo-de-cana Melaco
Brix (g/100g) 17,8 82,1
pH 5,10 59
Acidez (g/L HSOy4) 0,230 0,218
Umidade (%) 82,2 17,9
Acucares Redutores Totais 155,20 (g/L) 53,0(g/100g)
Densidade (g/mL) 1,06 1,31

Fonte: (Autora, 2011)

5.3 FASE DE ENCHIMENTO DO FERMENTADOR

Com os resultados obtidos para as fermentagdes com diferentes tipos de mosto (com
diferentes concentracdoes de ART), pode-se observar que o perfil adotado para a fase de
enchimento do fermentador foi satisfatorio, tendo em vista os resultados obtidos para tempo
de fermentagdo e percentual de produgdo de etanol nesta fase em relagdo ao total produzido,
conforme pode ser visualizado na Tabela 7. Pelos dados mostrados nesta tabela, conclui-se
que esta fase ¢ de extrema importancia para o desempenho da fermentacdo etanolica,
conduzida em batelada alimentada com vazdo varidvel de alimentagdo. Este procedimento
reduz ou elimina o efeito de inibicdo por excesso de substrato, ja que a adi¢do de mosto
acontece de forma continua, assemelhando-se ao processo praticado industrialmente. Esta
adicao procura compatibilizar a velocidade de adi¢ao de substrato com a de consumo pelo

microrganismo agente da fermentacao.
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Pelos dados mostrados na Tabela 7, pode-se verificar que o perfil de enchimento

adotado foi adequado, haja vista que, até o final da fase de enchimento, o percentual de

produgdo de etanol foi proximo de 80% nos ensaios com as concentracdes mais adequadas de

acicares no mosto, para os 3 tipos de mosto utilizados. Em estudos realizados por

Vasconcelos (1999), foi observado que diferentes perfis de enchimento e vazdes de

alimentacdo adequadas trazem grandes beneficios para o desenvolvimento da fermentagdo

etandlica, tendo em vista que os maiores percentuais de crescimento celular, producdo de

etanol e consumo de substrato, se encontram nesta fase, menos agressiva ao metabolismo do

microrganismo agente.

Tabela 7 - Concentragdes de agucares no mosto (Brix e ART), no vinho (ARR residual) e percentual
de produgédo de etanol no final da fase de enchimento do fermentador.

. . ART ART Residual EPFFEn
Tipo de Mosto Brix (g/100g) (/L) (/L) (%)
12 86,80 2,48 83,46
14 100,57 2,82 74,70
16 114,25 3,15 64,81
18 125,86 3,40 65,90
Melaco 20 135,84 3,72 63,08
22 151,60 4,10 63,66
24 167,00 4,48 60,38
26 181,85 5,20 59,80
28 197,45 6,05 55,65
30 213,78 6,85 50,21
12 95,86 0,68 84,81
14 112,90 1,04 74,45
Caldo 16 127,70 1,45 68,21
18 141,24 2,02 65,73
20 153,72 2,45 61,41
12 95,20 1,05 86,82
20% melaco + 80% caldo 16 123,30 1,23 73,68
20 148,00 2,36 63,30
12 92,25 1,12 86,90
40% melaco + 60% caldo 16 119,10 1,87 69,93
20 142,20 2,42 66,91
12 90,80 1,23 84,72
50% melaco + 50% caldo 16 118,00 2,10 68,81
20 139,40 2,55 67,40
12 88,90 1,30 83,65
60% melaco + 40% caldo 16 115,43 2,10 71,53
20 139,50 2,84 65,22
12 83,50 1,88 82,15
80% melaco + 20% caldo 16 113,68 2,42 71,68
20 138,48 3,10 64,94

Fonte: (Autora, 2011)

EPFFEn = Etanol Produzido no Final da Fase de Enchimento (%)
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5.4 FERMENTACOES COM MOSTO DE MELACO

A Figura 19 apresenta os resultados do Brix (do mosto de melago) para a faixa de 12 a
30 °Brix, assim como os respectivos Acucares Redutores Totais (ART). Nesta Figura verifica-
se que, a medida que o Brix aumenta, os valores dos ART se elevam na mesma proporg¢ao,
ocorrendo o contrario quando o Brix diminui. Existe forte correlacdo linear entre estes dois
parametros. Como a determinagdo do Brix ¢ rapida e de custo praticamente zero, na industria
esta determinagdo ¢ muito utilizada. Porém, para a avaliacdo do desempenho da fermentacao
alcodlica, utilizam-se os ART. O Brix serve como avaliagdo indireta e aproximada da

concentracao dos ART.

Figura 19 - Resultados dos parametros iniciais (Brix do mosto e do indculo) para a faixa de 12 a
30°Brix, assim os respectivos valores dos ART.
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Fonte: (Autora, 2011)

Nas Figuras 20 a 29, sdo apresentados os resultados do comportamento cinético das
fermentagoes alcoolicas conduzidas com mosto de melago, com Brix de 12, 14, 16, 18, 20, 22,
24, 26, 28 e 30°Brix (g/100g). As referidas Figuras evidenciam a variacao das concentragdes

de células, ART e etanol com o tempo de fermentagao.
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Em todos os ensaios o comportamento cinético foi semelhante, independentemente do
Brix do mosto. Apds o inicio da fermentacdo ¢ a medida que a fermentacdo prossegue, a
concentracdo de ART aumenta até o final da fase de enchimento, quando entdo decresce de
forma aproximadamente exponencial decrescente.

As concentragdes de etanol aumentam de forma consideravel, principalmente até o
final da fase de enchimento, sendo crescente até o final da fermentacdo, porém ja de forma
menos intensa que na fase de enchimento. Este comportamento foi verificado em todos os
ensaios realizados com os diferentes tipos de mosto.

Vasconcelos (1988), em estudo desenvolvido em escala industrial, com fermentagao
etanolica conduzida batelada alimentada com vazdo varidvel de alimentacdo, verificou
comportamento semelhante ao descrito no paragrafo anterior, para células, substrato e etanol.

O melaco de cana-de-agucar ¢ matéria-prima largamente utilizada nas destilarias
brasileiras, sendo um residuo da fabricacao de agtcar. Por esta razdo, apos as diversas etapas
da fabricacao de actcar, contém percentual de acucares ndo fermentesciveis relativamente
elevado em sua composi¢do. Por esta razdo, as eficiéncias de fermentacao (e de processo), sao
decrescentes na ordem mosto de caldo, mosto misto, ¢ mosto de melago.

Neste trabalho foram utilizadas, para os 3 tipos de mosto avaliados, faixas de
concentracdo de acucares com valores minimo-méaximo, de modo a se obter os valores que
conduzam a eficiéncias de fermentacdo e produtividades mais elevadas, nas condig¢des dos
ensaios e proximas da utilizadas industrialmente. Ressalte-se que as faixas aqui indicadas
como as mais adequadas devem ser entendidas como ponto de partida para a otimizagao das
condig¢des de condugdo do processo de fermentacgao etanolica industrial.

Elevadas concentragdes de agucares, mesmo que adicionadas de forma adequada por
um perfil de enchimento programado, pode provocar inibicdo do metabolismo do
microrganismo agente da fermentacao. Vasconcelos (1987) cita que a inibi¢cdo pelo substrato
comega a ser significativa para valores no meio em fermentacdo superiores a 100 g/l em

fermentagdes com Saccharomyces cerevisiae como agente e glicose como substrato.
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Figura 20 - Comportamento cinético do ensaio conduzido com mosto de melago de

Brix 12g/100g.
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Fonte: (Autora, 2011)

Figura 21 - Comportamento cinético do ensaio conduzido com mosto de melago de Brix
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Figura 22 - Comportamento cinético do ensaio conduzido com mosto de melago de
Brix 16g/100g.
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Figura 23 - Comportamento cinético do ensaio conduzido com mosto de melago de Brix

18g/100g.
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Figura 24 - Comportamento cinético do ensaio conduzido com mosto de melago de

Brix 20g/100g.
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Fonte: (Autora, 2011)

Figura 25 - Comportamento cinético do ensaio conduzido com mosto de melago de Brix
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Figura 26 - Comportamento cinético do ensaio conduzido com mosto de melago de Brix
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Figura 27 - Comportamento cinético do ensaio conduzido com mosto de melago de Brix
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Figura 28 - Comportamento cinético do ensaio conduzido com mosto de melago de Brix

28g/100g.

100,00 100,00

90,00 /’\\ 90,00

80,00 / \ 80,00
—~ 70,00 .\ 70,00
3 \/ AN
= 60,00 60,00 —
S X \\ =
& 50,00 50,00 =
& / \\ =
& 40,00 / — 40,00 <
=
3 30,00 30,00
S / L

20,00 / \ 20,00

10,00 10,00

~~
0,00 0,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (h)
—@— Células Etanol

Fonte: (Autora, 2011)

Figura 29 - Comportamento cinético do ensaio conduzido com mosto de melaco de Brix
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De acordo com resultados obtidos de eficiéncia fermentativa e produtividade em
etanol, pode-se observar na Figura 30, que o Brix ideal encontra-se na faixa entre 86,80 g/L e
125,86 g/L, o mesmo ocorrendo nas fermentagdes com mosto de caldo e mosto misto. A faixa
recomendada, porém, foi de 114,25 a 125,86 g de ART/L (Brix entre 16 e 18g/100g), por
apresentar relativamente baixos valores de ART residuais, mantendo eficiéncia de
fermentagdo e produtividade em etanol proximos aos obtidos industrialmente. Apesar de
menor concentragdo de ART no mosto (Brix entre 12 e 14g/100g) proporcionar maior
eficiéncia de fermentagdo, mosto com baixa concentracao de agucares favorece o crescimento
celular, requer mais mao-de-obra, aumenta o consumo de vapor e dgua na destilacao, exige
maior volume de fermentadores, favorecendo contaminagdes indesejaveis (VASCONCELOS,
1987). Para os mostos de caldo e misto, a justificativa ¢ a mesma para a escolha da faixa mais
adequada para utilizagdo industrial.

Os experimentos realizados foram em escala laboratorial e nestas circunstancias tem-
se condigdes mais apropriadas de cultivo, como temperatura, vazao e composi¢ao de ART dos
mostos. Porém, os valores obtidos de eficiéncia de fermentagao variaram de 61,84 a 84,06%,
abaixo da faixa encontrada na literatura, de 90 a 92% (WHEALS, 1999). Os nossos valores,
por outro lado, salvo os do limite inferior, conseqiiéncia das elevadas concentragoes de ART
nos mostos utilizados nos ensaios, na faixa mais alta, estdo compativeis com os obtidos em
escala industrial para a producdo de etanol combustivel, quando se trabalha com mosto de
melaco (Figura 31). Industrialmente, quando se trabalha somente com mosto de melaco,
normalmente as eficiéncias de fermentacdo variam de 84 a 86%. Mesmo quando se trabalha
s6 com mosto de caldo, dificilmente sdo obtidas eficiéncias de fermentagdo superiores a 89-
90%.

A produtividade em etanol, no nosso estudo, variou de 4,04 g/L.h'1 a213,78 g/l a 6,72
g/L.h". Pode-se observar que a produtividade segue o mesmo comportamento da eficiéncia de
fermentagdo, ou seja, a medida que se aumenta a concentragdo do substrato no mosto, maior
sera o tempo de fermentagdo. Conseqiientemente, a produtividade e a eficiéncia apresentam
perfis decrescentes em relagdo as concentragdes de ART presentes nos mostos. A
produtividade ¢ um parametro que também esta relacionado com o perfil de enchimento da

dorna, utilizando processo em batelada.
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Em estudos desenvolvidos por Carvalho (1989), foi observado que maiores produtividades
foram obtidas com perfis de alimentacdo com vazdes decrescentes e, no mesmo estudo,
utilizando tempo de enchimento de 5h, encontrou produtividade em etanol 11,5% superior em
relacdo a alimentagcdo com vazdo constante.

BORGES (2008), trabalhando com processo em batelada alimentada, encontrou para
fermentagdes com mosto contendo concentracao de ART de 240 (g/L), produtividade de 4,8
g/L.h™". Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos no nosso estudo.

Vale ressaltar que tanto a eficiéncia de fermentagdo como a produtividade em etanol sdo
menores quando se trabalha com mosto de melago, comparando-se os resultados com os
obtidos com mosto de caldo, pois naquele a concentragdo de acgucares redutores nao

fermentesciveis ¢ elevada, enquanto no caldo ¢ minima.

Figura 30 - Eficiéncia da Fermentagdo, Produtividade em Etanol e ART do mosto, para os ensaios
com mosto de melago.
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5.5 FERMENTACOES COM MOSTO DE CALDO DE CANA-DE-ACUCAR

A seguir serdo apresentados os resultados (Figuras 31 a 35), referentes as
fermentagdes com mosto de caldo de cana-de-agucar, com Brix variando de 12 a 20 g/100g.

Pode-se observar, a partir dessas Figuras, que ha maior consumo de ART, quando
comparadas com as fermentacdes conduzidas com mostos de melago e misto.

Os perfis cinéticos apresentam comportamento semelhante aos das fermentagdes
conduzidas com mostos de melago e misto. No caso dos ART, por ser o caldo matéria-prima
com baixos valores de acgucares nao fermentesciveis, no final da fermentagao o teor de
acucares residuais tende a zero e o tempo de fermentacdo foi menor em todos os

experimentos, acontecendo o contrario com os ensaios com mostos de melago e misto.

Figura 31 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto de caldo de Brix
12g/100g.
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Figura 32 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto de caldo de Brix
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Figura 33 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto de caldo de Brix
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Figura 34 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto de caldo de Brix

18g/100g.
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Figura 35 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto de caldo de Brix
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A produtividade em etanol e a eficiéncia fermentativa sdo apresentadas na Figura 36,
em funcdo da concentragdo dos ART do mosto. Os dados desta Figura seguem o padrao
esperado, ou seja, com o aumento das concentragdes de agucares nos mostos, os agucares
residuais aumentam e a produtividade em etanol e eficiéncia fermentativa decrescem. Pela
observacao dos dados, verifica-se que faixa de concentragdo de ART indicada para utilizagdo
industrial situa-se entre Brix de 12 a 18 g/100g, que corresponde a 95,86 a 141,24 g de
ART/L de mosto, porém pelas razdes citadas para o mosto de melago, a faixa mais adequada
para uma bom desempenho da fermentagdo etandlica situa-se entre os Brix 16 e 18 com ART
correspondentes de 127,70 a 141,24 g/L.. Somente as faixas de concentragdo ¢ que foram
diferentes, pelas caracteristicas dos respectivos mostos. Comparando os ensaios conduzidos
com mosto de melago com os conduzidos com mosto de caldo de cana, observa-se que, neste
ultimo, tem-se consumo mais elevado de ART pelas leveduras e maiores produtividade em
etanol e eficiéncia fermentativa.

No nosso estudo foram encontrados eficiéncia fermentativa entre 77,17 ¢ 90,30% e
produtividade em etanol entre 6,85 e 9,10 g/L.h”'. Vasconcelos (1988), realizando
experimentos com caldo de cana e fermentagdes conduzidas industrialmente e em batelada
alimentada, encontrou valores de produtividade 5,23 a 7,73 g/L.h'1 e eficiéncia fermentativa

de 82,59 a 91,47 %,com concentragdes de substrato superiores a 150 g/L).



75

Resultados e Discussdo

Figura 36 - Eficiéncia da Fermentacdo, Produtividade em Etanol e ART do mosto, para os ensaios
com mosto de caldo de cana-de-actcar.

93,00 8,50
8,00
90,00 B, =

\ - 7,50
87,00 - - 7,00
\ - 6,50

84,00 \-\ - 6,00
81,00 - 3,50
\I\ - 5,00

78,00 4,50

Eficiéncia da Fermentagio (%)

<
—
— 8
4=
X
8 S
~3 &
75,00 - 400 € £
’ ()
- 3,50 E >
72,00 ~300 353
" - 2,50 £ 2
69,00 / - 2,00 € £
66,00 - 150 73
/ r 1,00 a.

63,00 0,50

95,86 112,90 127,70 141,24 153,72
ART do Mosto de Melago(g/L)
—@—Eficiéncia da Fermentagdo (%) —e—ART(g/L) Produtividade em Etanol (g/L.h)

Fonte: (Autora, 2011)

5.6 FERMENTACOES COM MOSTO MISTO

As Figuras 37 a 56 apresentam os resultados dos experimentos realizados com mosto
misto (Melago + Caldo) em diferentes propor¢des e concentragdes de aclcares nos
respectivos mostos (Tabela 8).

Os ensaios realizados com maiores proporcdes de melago (80% melago + 20% de
caldo, 60% melago + 40% de caldo, 50% melago + 50% de caldo) apresentaram maior teor de
acucares residuais, enquanto os mostos com maiores propor¢des de caldo apresentaram o
contrario, visto que o caldo de cana contém baixas concentragdes de ART infermentesciveis,
enquanto o melaco apresenta maiores concentracdes de agucares ndo fermentesciveis.
Dependendo das proporgdes melago: caldo na preparacdo do mosto misto, havera maiores ou
menores concentragdes de ART ndo fermentesciveis, resultando em maiores ou menores
quantidades de ART residuais no final da fermentacao.

Ressalte-se que o perfil cinético, em todos os ensaios realizados, independentemente
das proporgdes melaco: caldo e das concentracdes de ART, foi semelhante. As variagdes

quantitativas se devem as diferentes concentracdes de ART e dos diferentes tipos de mosto.
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Em todos os tipos de mosto (misto) utilizados, independentemente das proporcdes
caldo: melago, os ensaios sempre foram conduzidos com Brix de 12, 16 ¢ 20 g/100g. Nas
condi¢cdes estudadas, os valores de Brix mais adequados encontram-se proximos a 16 g/100g
(ART de 123,30 g/L; 119,10; 118,00; 115,43 e 113,68 g/L, respectivamente, para 0s cinco
tipos de mosto utilizados), independentemente da propor¢dao melago:caldo na preparacdo do
mosto, pelas razdes apresentadas anteriormente.

Ressalte-se que a indicacao deste valor devera ser tomada como ponto de partida para
a otimizacdo das condigdes de condugdo deste processo em outros estudos e, principalmente,
na conducdo industrial, visto que 70% (estimativa) da produg@o de etanol atual do Brasil ¢
obtida pelo processo descontinuo alimentado.

Ainda de acordo com os dados da Tabela 8, verifica-se que os melhores resultados de
eficiéncia de fermentacdo e produtividade em etanol, foram obtidos para os diferentes tipos de
mosto, quando se trabalhou com menores concentracdes de acticares. Aumentando-se as
concentracdes de ART nos mostos, houve queda nas eficiéncia fermentativa e produtividade
em etanol. O mosto de caldo foi o que proporcionou melhor desempenho do processo
fermentativo.

Nos mostos mistos, obtiveram-se melhores resultados quando foram utilizadas
menores propor¢des de melago na preparacdo dos mostos. Quanto maior a relagdo
melaco:caldo, menor o desempenho do processo fermentativo.

O melago ¢ um residuo da fabricagdo de actcar e ¢ utilizado na producdo de etanol,
visto que a maioria das usinas brasileiras possuem destilarias anexas. Logo, o melago ¢
composi¢ao obrigatéria na preparagdo dos mostos industriais na maioria das destilarias do
Brasil e a otimizac¢do das relagdes caldo: melago na preparagdo dos mostos mistos poderd

trazer ganhos econdmicos substanciais para as referidas unidades industriais.
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5.6.1 Mosto com 20% de Melago e 80% Caldo

Figura 37 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de
20% melago + 80% caldo de Brix 12g/100g.
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Fonte: (Autora, 2011)

Figura 38- Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 20%
melago + 80% caldo de Brix 16g/100g.
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Figura 39 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 20%
melago + 80% caldo de Brix 20g/100g.
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Figura 40 - Eficiéncia da Fermentagao, Produtividade em Etanol e ART do mosto, para os
ensaios com mosto misto de 20% melago + 80% caldo.
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5.5.2 Mosto com 40% de Melago e 60% Caldo

Figura 41 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 40%

melago + 60% caldo de Brix 12g/100g.
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Figura 42 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 40%

melaco + 60% caldo de Brix 16g/100g.
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Figura 43 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 40%
melago + 60% caldo de Brix 20 g/100g.
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Figura 44 - Eficiéncia da Fermentagao, Produtividade em Etanol ¢ ART do mosto, para os

ensaios com mosto misto de 40% de melago +60% de caldo.
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5.5.3 Mosto com 50% de Melago e 50% Caldo

Figura 45 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 50%

melago + 50% caldo de Brix 12 g/100g.
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Figura 46 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 50%

melaco + 50% caldo de Brix 16 g/100g.
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Figura 47 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 50%
melago + 50% caldo de Brix 20 g/100g.
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Figura 48 - Eficiéncia da Fermentagdo, Produtividade em Etanol ¢ ART do mosto, para
0s ensaios com mosto misto de (50% de melaco + 50% de caldo de cana).
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5.5.4 Mosto com 60% de Melago e 40% Caldo

Figura 49 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de
60% melago + 40% caldo-de-cana de Brix 12 g/100g.
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Figura 50 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de
60% melago + 40% caldo-de-cana de Brix 16 g/100g.
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Figura 51 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 60%
melaco + 40% caldo-de-cana de Brix 20 g/100g.
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Figura 52 - Eficiéncia da Fermentagdo, Produtividade em Etanol e ART do mosto, para os
ensaios com mosto misto de 60% de melago + 40% de caldo-de-cana.
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5.5.5. Mosto com 80% de Melago e 20% Caldo

Figura 53 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 80%
melago + 20% caldo-de-cana de Brix 12g/100g.
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Figura 54 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 80%
melago + 20% caldo-de-cana de Brix 16g/100g.
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Figura 55 - Comportamento cinético de ensaios conduzidos com mosto misto de 80%
melago + 20% caldo-de-cana de Brix 20g/100g.

90,00

80,00

70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

Células, Etanol (g/L)

20,00

10,00

0,00

90,00

s

A 80,00

70,00
\ 60,00

50,00

\/
X
/
/

40,00

ART (g/L)

4/‘ 30,00

/

/ \.\‘IX./ 20,00

10,00

0,00

2 3 4 5 6 6he 30
Tempo (h) min

—— Células Etanol —&— ART

Fonte: (Autora, 2011)

Figura 56 - Eficiéncia da Fermentacdo, Produtividade em Etanol ¢ ART do mosto, para os
ensaios com mosto misto de 80% de melago + 20% de caldo-de-cana.
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Tabela 8. Eficiéncia, Produtividade em Etanol, Yxs, Ypis€ Yp/x para todos os tipos de mostos.

, Brix _ ART  ART Residual Yvs  Yoes  Yox
Tipo de Mosto %) P (g/L.h-1
P (2/100g)  (g/L) @L 1Y PELMD o e (@
12 86,30 2,48 84.06 6.72 0070 0430  5.910
14 100,57 2.82 80.86 6,00 0.110 0413  3.770
16 114,25 3.15 78.29 5.84 0.120 0400  2.940
18 125.86 3.40 75.90 5,57 0130 0388  2.910
Melaco 20 135.84 372 73,17 5.43 0.140 0374  2.650
2 151,60 4,10 69.80 5.32 0.140 0356  2.480
24 167,00 4,48 67.10 5.17 0.140 0343 2.400
26 181.85 5.0 65.00 4.84 0150 0332 2.260
28 197.45 6.05 63.13 458 0150 0322 2.150
30 21378 6.85 61,34 4,04 0.160 0316  2.000
12 95.86 0,68 90.30 8.21 0074 0461  6.240
14 112,90 1,04 86.12 7.82 0.093 0452 45860
Caldo 16 127,70 1,45 82.45 7.43 0.096 0423 4380
18 141,24 2,02 80.22 7.1 0.101 0406 4,000
20 153,72 2.45 77,17 6.85 0.104 0394 3770
12 95.20 1.05 86.51 777 0076 0442  5.820
20% m::ﬁﬁ‘(’) +80% 16 123.30 123 81,50 7.13 0120 0416  3.470
20 148,00 2.36 76.56 6,71 0125 0391  3.120
12 92.25 112 86.00 7.48 0077 0439 5670
e mi;”lfi‘:f e 16 119,10 1,87 80,00 6,70 0,108 0409  3.770
20 142.20 2.42 75.80 6,37 0.131 0387  2.960
12 90.80 123 85.80 733 0070 0440 6220
50% m::;g‘(’) +50% 16 118,00 2.10 78.40 6.50 0.107 0400  3.750
20 139,40 2.55 75 45 6.21 0120 0385  3.200
12 $8.90 130 84,64 6.91 0074 0423 5.700
0, 0,
60% “‘sﬁ(‘i‘(’) +40% 16 115,43 2.10 77,72 6.30 0122 0397  3.540
20 139,50 2.84 74.70 6,00 0129 0382 3320
12 83.50 1.88 83.62 6.85 0.109 0427  3.900
(1) 0
80% msm‘(’) +20% 16 113,68 2.42 79.10 6.10 0133 0393 2.930
20 138.48 3.10 74.30 5.90 0186 0379  2.040

Fonte: (Autora, 2011)

1 = Eficiéncia da Fermentacao (%)
P = Produtividade em Etanol (g/L.h-1)
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5.7 FATORES DE CONVERSAO Yys (g/g), Yrss (2/2) E Yeix(g/2)

Os fatores de conversao obtidos nos ensaios realizados estao apresentados na Tabela 8.
O principal pardmetro a ser observado para que as leveduras sejam consideradas adequadas
para utilizagdo industrial é o fator de rendimento etanol - substrato (Yp/s). Pelos resultados
apresentados, observou-se que os valores para este parametro variaram entre 0, 316 a 0, 442
g/g, resultados semelhantes aos obtidos por Vasconcelos (1987), que trabalhou com mosto de
melaco e obteve valores proximos aos obtidos industrialmente e em outros estudos, cujos
valores desejados sdo superiores a 0,46 g/g (BORGES, 2008). O maximo tedrico ¢ 0,511g/g.

Borges (2008), trabalhando com fermentacdo etandlica em processo em batelada
alimentada, com mosto de melago e com tempo de enchimento de 3 horas, obteve Yp/s
proximos de 0,41 g/g. Concluiu que, @ medida que a concentragdo de sacarose aumentou, 0s
valores de conversdo em etanol permaneceram constantes, fato este que ndo aconteceu nos
nossos experimentos, pois, a medida que a concentragdo de agucares do mosto aumentou, o
fator Yp/s decresceu proporcionalmente. Isto ocorreu em todos os ensaios realizados,
independentemente do tipo de mosto utilizado. Nossos resultados confirmam os obtidos na
rotina industrial de produ¢do de etanol carburante, cujos mostos sdo relativamente diluidos,
para se evitar efeitos de inibi¢do por excesso de substrato.

O fator de rendimento de etanol em relagao a quantidade de células (Yp/x) apresentou
comportamento contrario, pelas razdes apresentadas anteriormente.

O fator de rendimento substrato - células (Yx/s), variou numa faixa ampla, entre 0,073
e 0,160 (g/g), refletindo a diversidade de condi¢des na preparagdo dos mostos utilizados nos
ensaios experimentais. Este fator ¢ importante, pois indica a conversao de células a partir de
determinada quantidade de substrato utilizado no processo fermentativo. Vasconcelos (1987),
trabalhando com mosto de melago, batelada alimentada com vazao variavel de alimentagdo e
16 perfis de enchimento, obteve Yx/s médio de 0,039g/g.

Em experimentos realizados por Borges (2008), os valores de Yx/s variaram de forma

decrescente a medida que se aumentou a concentracdo de sacarose, variando de 0,007 a 0,020

g/g.
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5.8 ACUCARES REDUTORES TOTAIS METABOLIZADOS PARA TODOS OS TIPOS
DE MOSTOS

A Tabela 9 apresenta os valores encontrados para Acucares Redutores Totais
Metabolizados, para os diferentes tipos de mosto utilizados neste trabalho.

Comparando-se os 3 tipos de mosto, pode ser observado que, no mosto de caldo, o
percentual de aglicares metabolizados ¢ maior, em relagdo aos de melago e misto, por estes
ultimos apresentarem composicdes menos favoravel ao processo de fermentacao etanolica. De
modo geral, o percentual de ART metabolizados foi decrescente na ordem mosto de
caldo:mosto misto:mosto de melago, independentemente das concentracdes de substrato
utilizadas. Vasconcelos (1987) obteve valores que variaram entre 94,12 e 98,27% de Acucares
Redutores Totais metabolizados.

O percentual de ART metabolizados na fase de enchimento apresentou maior
percentual para fermentacdes com mosto de melaco (64,00 e 93,04%), valores mais elevados
que os obtidos por Vasconcelos (1987), que trabalhou com mosto de melago (65,32 a
83,98%), visto que, em nosso estudo, trabalhou-se com mostos mais diluidos. Este fato
evidencia a grande importancia desta fase no processo de fermentagao etanolica. Como o
melago ¢ menos adequado que o caldo de cana como matéria-prima para a producao de
etanol, o perfil de enchimento adotado provavelmente influenciou na eliminag¢@o ou redugao
de possiveis efeitos de inibicdo por excesso de substrato.

Ressalte-se que a fase de enchimento ¢ de extrema importancia para o desempenho do
processo de fermentacdo etandlica, conduzida em batelada alimentada com vazao variavel de
alimentacio. E nesta fase que se produz a maior quantidade de etanol em relagio ao total
produzido, conforme pode ser observado na Tabela 9. Esta variacao (50,21 a 86,90%) reflete
a diversidade de concentracdes de acucares nos mostos utilizados. Esta conclusao também foi
obtida por Vasconcelos (1987), encontrando valores entre 66,21 e 88,17% de etanol

produzido durante a fase de enchimento da fermentagao etanoélica.
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Tabela 9 - Acucares Redutores Totais metabolizados e Producdo de Etanol até o final da fase de

enchimento para os 3 tipos de mosto utilizados neste estudo.

Effe
Tipo de Mosto ART (¢/L) ART Residual (/L) ARTmffe% ARTm % (%)
86,80 2.48 93.04 96.19 8346
100,57 2.82 89.22 9626 74,70
114,25 3.15 85,53 9632 6481
125.86 3.40 79.07 9640  65.90
Melaco 135.84 3,72 78.77 9635 63,08
151.60 4,10 77.41 9639  63.66
167.00 4.48 71,98 9642 6038
181.85 5.20 70,19 96.19 59,80
197.45 6,05 66,57 9591 55,65
213,78 6.85 64,00 95,73 5021
95.86 0.68 91,37 99.05 8481
112,90 1,04 85.83 98.77 7445
Caldo 127.70 1,45 81,82 9849 6821
141,24 2,02 7583 98.10 6573
153,72 2.45 74,00 9787 6141
95.20 1.05 90,44 98.53  86.83

0, (1)
20% Méﬁfl‘(’: 80% 123.30 123 80,48 98.67  73.68
148,00 2.36 74,32 97.87 63,30
92.25 112 91,06 9841 869

0, 0,
40% M(‘;gfl‘:f 60% 119,10 1,87 79.85 9791 69,93
142,20 2.42 70,81 97.73 6691
90.80 123 90.97 98.20  84.72

[1) [1)
50% Méﬁfi‘(’)* 50% 118,00 2.10 79.45 97.63 6881
139,40 2,55 73.39 97.56  67.40
88.90 1.30 90.25 98.05 83,65

(1) (1)
60% Mcegf;(’f 40% 115,43 2.10 82,15 9757 71,53
139,50 2.84 69.22 9728 6522
83,50 1.88 89.94 97.15  82.15

[1) [1)
80% Méﬁfl‘(’f 20% 113,68 2.42 80.29 97.16 71,68
138,48 3.10 70,18 9701 64,94

Fonte: (Autora, 2011)

ARTm = Percentual de Acucares Redutores Totais Metabolizados;
ARTmffe = Percentual de ART metabolizados no final da fase de enchimento;

Effe (%) = Percentual de etanol produzido no final da fase de enchimento, em relacdo ao

total produzido (%);
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5.9 pH e ACIDEZ ENCONTRADAS PARA TODOS OS TIPOS DE MOSTO

Os valores do pH e da acidez sulfurica apresentados para os trés tipos de mosto e os
respectivos meios fermentados (vinhos), assim como durante a fermentagdo, estdo
apresentados nas Figuras 57 a 70. Os ensaios experimentais foram conduzidos sem a
realizagdo da correcdo da acidez dos mostos. Nos 3 tipos de mosto utilizados, o perfil foi
semelhante, ou seja, pH dos mostos aproximadamente constantes ¢ o pH dos vinhos menores
que o dos mostos, haja vista que, durante a fermentagao, alguns acidos sdo formados, fazendo
com que o pH diminua durante o processo fermentativo. O que pode ser verificado nos 3 tipos
de mosto ¢ que, com o aumento da concentracdo de ART nos mostos, os valores finais do pH
tendem a ser menores, provavelmente pelo aumento da pressdo osmoética do meio,
favorecendo o aparecimento de 4cidos durante o processo fermentativo.

Os mostos de caldo de cana apresentaram pH entre 4,7 e 5,0, faixa essa favoravel ao
desenvolvimento das leveduras alcoolicas, com valores para o meio fermentado de 3,5 a 4,3.

Os mostos de melago apresentaram pH de 5,6 a 5,8. No vinho, foram obtidos pH de
4,2 a 5,0 semelhantes aos experimentos realizados por Oliveira (2007), que encontrou valores
entre 4 ¢ 5. Em fermentacdes em processo descontinuo conduzidas por Williams e Munnecke
(1981), concluiram que na faixa de pH de 3 a 7, as taxas de produ¢do de etanol ndo sdo
alteradas. Por outro lado, Jones ef al., (1981), citando outros autores, afirmam que a levedura
auto-regula o pH interno entre 5,8 e 6,2, desde que o externo (do meio em fermentagdo) esteja
entre 3,0 ¢ 7,0.

A acidez sulftirica apresentou comportamento contrario ao do pH, comportamento ja
esperado, justificando-se pelas razdes apresentadas quando da discussdo dos valores de pH.
Verifica-se que, com o aumento da concentragdo de ART dos mostos, hd aumento
consideravel da acidez, porém de forma muito menor que para a acidez dos vinhos
correspondentes.

A acidez sulftrica ¢ um dado importante na conduc¢dao da fermentagdao etanodlica.
Segundo a literatura, valores ideais sdo de 2,5 a 3,0 g de H,SO4/litro de meio em fermentagao
ou meio fermentado, ndo devendo ultrapassar 5g/L H,SO4 (STUPIELLO et al., 1973).

Em nosso estudo, foram obtidos, para mosto de melaco, valores que variaram entre
0,73 e 1,16 g/LL H,SO4, porém nos vinhos os resultados foram substancialmente superiores,
entre 2,0 e 5,31 g/l H,SO4. Para o mosto de caldo, a acidez variou entre 0,75 e 1,24 g/L
H,S04 e, para os respectivos vinhos, de 2,06 a 4,02 g/L. H,SOy4
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Com relagdo ao mosto misto, a acidez variou de 0,68 a 1,05 g/L H,SO4 € os vinhos
apresentaram valores de 1,85 a 4,16 g/LL H,SO,. Estes resultados indicam que, provavelmente,
a avalia¢do da acidez, nas condigdes citadas, merece discussdo para avaliagdo da metodologia
analitica ou dos limites citados, pois, nos nossos ensaios, apesar de ultrapassarem os limites
citados na literatura, aparentemente ndo comprometeu o desempenho da fermentacgdo
etandlica.

Segundo Ripoli; Ripoli, (2004) a acidez ¢ uma caracteristica que pode ser atribuida
para estabelecer o padrdo de qualidade do caldo de cana e deve apresentar valor inferior a
0,8g de acido sulfurico por litro de caldo.

A acidez sulfurica apresentou comportamento contrario ao do pH, o que ja era
esperado, ou seja, a concentragdo de aglicares vai aumentando, a tendéncia ¢ que aconteca um

aumento consecutivo da acidez com uma paralela diminui¢ao do pH.

Figura 57 - pH do mosto e do vinho de ensaios com melago.
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Figura 58 - Acidez Sulfurica no mosto e vinho para os ensaios realizados com mosto

de melaco.
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Figura 59 - pH do mosto e vinho dos ensaios realizados com caldo de cana.
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Figura 60 - Acidez Sulfurica no mosto ¢ vinho para os ensaios realizados com mosto de
caldo de cana.
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Figura 61 - pH do mosto e vinho dos ensaios realizados com mosto misto (20% melaco +
80% caldo).
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Figura 62 - Acidez Sulfurica do mosto e vinho dos ensaios realizados com mosto misto
(20% melaco + 80% caldo).
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Figura 63 - pH do mosto e vinho dos ensaios realizados com mosto misto (40% melago +
60% caldo).

6

5,5

L 4

4,5

pH
N

3,5
3
2,5
2 T T 1
12 16 20
Brix do Mosto Misto (40% melago + 60% caldo)
—o— Mostos —@—Vinho

Fonte: (Autora, 2011)



96

Resultados e Discussdo

Figura 64 - Acidez Sulfurica do mosto e vinho dos ensaios realizados com mosto misto

(40% melaco + 60% caldo).
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Figura 65 - pH do mosto e vinho dos ensaios realizados com mosto misto (50% melago +
50% caldo).

Fonte: (Autora, 2011)
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Figura 66 - Acidez Sulfurica do mosto ¢ vinho dos ensaios realizados com mosto misto
(50% melago + 50% caldo).
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Figura 67 - pH do mosto e vinho dos ensaios realizados com mosto misto (60% melago +
40% caldo).
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Figura 68 - Acidez Sulftrica do mosto e vinho dos ensaios realizados com mosto misto
(60% melago + 40% caldo).
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Figura 69 - pH do mosto e vinho dos ensaios realizados com mosto misto (80% melago +
20% caldo).
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Figura 70 - Acidez Sulfurica do mosto e vinho dos ensaios realizados com mosto misto (80%
melago + 20% caldo).
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6 CONCLUSAO

As conclusdes obtidas neste estudo podem ser resumidas como segue:

v" O processo de fermentacdo conduzido batelada alimentada com vazdo variavel de
alimentacdo pode ser indicado para melhorar as condi¢des de fermentagdo durante a

fase de enchimento do fermentador;

v" Nas condigdes deste estudo foi possivel a defini¢do dos Brix (¢ dos ART) mais
adequados para a preparacao dos mostos de melago, caldo e misto (caldo + melago),
que conduzam ao melhor desempenho da fermentacdo etandlica conduzida em
batelada alimentada com vazao variavel de alimentagdo. Os valores indicados neste
estudo, como ponto de partida para utilizacao industrial, sdo Brix de 16 a 18 (ART
114,25 a 125,86 g/L), de 16 a 18 °Brix (ART de 127,70 a 141,24 g/L) e proximo de 16
°Brix (ART de 113,68 g/L a 123,30), respectivamente para mostos de melago, caldo e

misto (caldo + melago);

v" O maior percentual de aglcares redutores totais metabolizados foi obtido para o mosto
de caldo de cana com valores variando entre 97,87 € 99,05%, seguido de mosto misto
(97,01 a 98,67%) e mosto de melago (95,73 e 96,42%). Na fase de enchimento, foram
obtidos 64,00 a 93,04%, 74,00 a 91,37% e 69,22 e 91,06 % para os mostos de melago,

caldo e misto, respectivamente.

As eficiéncia fermentativa e produtividade em etanol apresentaram valores
decrescentes na ordem mosto de caldo:mosto misto:mosto de melago. As eficiéncias
de fermentacdo foram: 77,17 a 90,30%, para mosto de caldo, 74,4 a 86,51% para
mosto misto e 61,84 a 84,06 para mosto de melago. As produtividades obtidas foram
6,85 a 8,21¢g/L.h, para mosto de caldo, 5,90 a 7,77g/L.h para mosto misto e 4,04 a
6,72g/L.h para mosto de melago.
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v As faixas de concentragio definidas como as melhores para os 3 tipos de mosto devem
ser entendidas como sugestdes de ponto de partida para a otimizagao das condi¢des de
conducdo da fermentagdo etandlica industrial, inclusive com o estudo de outros perfis
de enchimento com variagdes de vazao com menor espaco de tempo e, também, com

outros tempos de enchimento.
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7 SUGESTOES

Para a continuacdo deste estudo, algumas sugestdes sdo apresentadas a seguir, como
forma de otimizagdo das condigdes de alimentagdo de mosto e de condugao da fermentagao

etanolica conduzida em batelada alimentada com vazao variavel de alimentacao:

- Realiza¢do de ensaios com concentragdes de ART nos 3 tipos de mosto entre as
faixas indicadas, porém com menores variagdes nas concentragdes de agucares;
- Avaliagao perfis de vazao de alimentagao de mosto, com maiores € menores tempos

de enchimento, assim como variagdes de vazao em menor espaco de tempo.
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Apéndice 1 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de melago com Brix de

12g/100g.
°Brix pH Acidez Sulfurica (G/L ART Células Teor de Etanol
H2S04) (g/L) (g/L) (g/L)
INOCULO 440 4,53 76,00
MOSTO 11,90 5,73 0,73 86,80
1h 6,12 551 0,94 25,41 42,51 9,02
2h 5,62 5,05 1,31 13,31 28,25 16,04
3h 4,70 4,98 1,82 6,04 21,00 22,45
4h 4,23 4,97 2,00 2,48 23,55 26,90

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 2 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de melago com Brix de

14g/100g.
°Brix  pH Acidez Sulfurica ART Células Teor de Etanol
(H,S04) (g/L) (g/L) (g/L)
INOCULO 4,50 4,65 76,64
MOSTO 13,86 5,75 0,85 100,57
1h 8,05 5,60 0,95 31,08 41,52 10,12
2h 6,55 5,08 1,35 16,42 29,94 17,52
3h 5,75 4,98 1,98 10,84 22,70 22,41
4h 5,30 4,95 2,21 5,87 25,95 26,82
5h 4,75 4,90 2,40 2,82 27,11 30,00

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 3 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de melago com Brix de

16g/100g.
°Brix  pH Ac‘d(elizz‘(')lﬁ‘)'“ca ART (L) Células (L) 1T (‘;‘/’Iﬁta“"l
INOCULO 420 4,67 76,85
MOSTO 1581 578 0,96 114,25

1h 832 5,60 122 40,00 41,00 11,10

2h 742 5,19 1,63 27,54 30,26 17,24

3h 6,62 498 1,91 16,53 21,68 21,40

4h 6,00 5,00 2,30 9,00 24,74 25,54

5h 565 491 2,64 5,65 27,66 29,15
ShedOmin 532 4,82 2.86 3,15 29,45 33,02

Fonte: (Autora, 2011)
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Apéndice 4 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de melago com Brix de

18g/100g
PR . , . ART , Teor de Etanol
Brix pH Acidez Sulfarica (H,SO4) (/L) Células (g/L) (/L)
INOCULO 4,30 4,54 76,64
MOSTO 17,68 5,74 1,07 125,83
1h 10,30 5,62 1,57 56,26 40,32 11,19
2h 9,23 5,51 1,95 38,00 29,14 18,00
3h 8,00 5,32 2,26 26,33 21,16 23,25
4h 6,82 5,21 2,74 17,00 24,00 27,08
5h 6,20 5,00 2,90 9,68 27,60 30,21
6h 6,00 4,80 3,10 4,85 29,96 33,00
6h e 20min 5,81 4,72 3,24 3,40 31,30 35,28

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 5 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de melago com Brix de

20g/100g.
°Brix pH Ac‘d(eézg‘(‘)'i‘)‘ma ART (g/L) Células (L) | t:::gf (‘;‘/’L)
INOCULO 420 4,72 76,64
MOSTO 19,66 5,76 1,14 135,84

1h 10,88 5,60 1,68 65,84 40,31 12,52
2h 9,68 5,51 2,08 43,74 29,50 18,75
3h 842 535 2,41 28,84 20,75 23,15
4h 744 527 2,77 19,63 23,60 27,34
5h 6,84 4,90 3,10 11,12 26,12 30,85
6h 6,50 4,74 3,30 6,00 30,00 34,00

6hedSmin 621 4,62 3,56 3,72 32,04 36,70

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 6 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de melago com Brix de

22¢/100g.
°Brix  pH Ac‘d(eézg‘(‘ﬂ‘)‘“ca ART (L) Células (/L) 1" (‘;‘;]gtam'
INOCULO 4,00 4,68 7,44
MOSTO 21,66 5,77 1,21 151,60

1h 12,62 5,62 1,63 70,11 39,92 13,00
2h 11,60 5,50 1,96 49,25 28,34 19,36
3h 10,51 531 2,45 34,25 21,90 24,86
4h 940 5,14 2,76 22,65 24,20 29,45
5h 862 5,07 3,04 14,92 27,00 32,60
6h 745 4,68 3,38 9,56 30,11 35,00
7h 7,10 4,60 3,66 5,60 33,00 37,00

7he20min 6,68 4,54 3,97 4,10 34,58 39,05

Fonte: (Autora, 2011)
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Apéndice 7 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de melago com Brix de

24 ¢/100g
Brix  pH Ac‘d("lizg‘(‘)li‘)‘“ca ART (g/L) Células (/L) 1T (‘;‘/’ga“"l

INOCULO 4,00 4,68 75,45

MOSTO 2334 576 1,28 167,00
1h 13.62 5.6 1,70 76,00 39,12 13,56
2h 1270 541 2,02 59,00 27.55 20,00
3h 1200 527 243 46,80 21,55 25,00
4h 10,63 505 2.87 35,60 24.80 29,62
5h 875 495 3.26 26,00 28,50 3335
6h 800 471 371 17,00 31,00 36,47
7h 751 452 4,05 10,25 33.98 39.17
8h 700 443 432 4,48 36,15 41,40

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 8. Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de melago com Brix de

26g/100g
°Brix pH Ac“'(eézg‘(‘)'f“)‘r‘ca ART (g/L) Células (L) ¢ (‘;Igta“"'

INOCULO 3,90 4,69 75,85

MOSTO 2560 5,78 1,36 181,85
1h 1496 555 1,80 86,21 39,50 13,70
2h 13,56 534 2,29 68,03 27,90 20,48
3h 1220 521 2,60 54,21 21,16 26,04
4h 1,10 5,07 2,95 42,00 24,75 30,00
5h 1014 5,00 3,31 30,55 27,55 34,15
6h 9,42 4,87 3,76 22,30 29,54 37,00
7h 8,65 4,62 4,10 16,40 32,00 39,05
8h 8,10 4,42 431 10,60 33,93 41,10
9h 7.89 4,36 4,64 5,20 35,53 43,55

Fonte: (Autora, 2011)
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Apéndice 9. Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de melago com Brix de

28g/100g
°Brix pH Ac‘d(eég‘(‘)'i‘)‘ma ART (g/L) Células (L) ¢ (‘;‘/’Iﬁta“"l

INOCULO 4,00 4,72 76,26

MOSTO 27,70 5,80 1,45 197,45
1h 15,96 5,62 1,85 96,21 40,31 13,80
2h 14,20 541 2,37 78,11 27,55 19,84
3h 13,10 5,30 2,70 66,00 20,75 25,50
4h 12,00 5,14 2,98 54,60 23,14 29,80
5h 10,80 5,02 3,28 44,40 25,97 33,40
6h 10,20 4,95 3,62 35,00 29,33 36,14
7h 9,50 4,82 3,93 26,08 31,74 39,24
8h 9,11 4,71 4,36 18,30 34,00 4135
9h 8,60 4,50 4,63 12,23 36,80 43,20
10h 7.8 428 4,95 6,05 40,15 45,82

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 10 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de melago com Brix

de 30g/100g
0 Tons Acidez Sulfurica Células Teor de Etanol
Brix pH (H,SO4) ART (g/L) (/L) (/L)
INOCULO 4,30 4,68 75,45
MOSTO 29,50 5,79 1,60 213,78

1h 17,50 5,60 1,92 102,00 39,12 14,02
2h 16,17 5,41 2,33 88,00 28,35 19,41
3h 15,00 5,23 2,67 77,00 21,16 24,35
4h 13,64 5,10 3,00 66,50 24,10 29,25
Sh 12,80 4,95 3,38 56,14 27,00 33,00
6h 12,00 4,85 3,81 47,00 29,44 36,65
7h 11,00 4,70 4,02 38,15 32,00 39,74
8h 10,40 4,54 4,47 29,20 34,56 41,68
%h 10,00 4,42 4,78 21,40 36,84 43,00
10h 9,70 4,37 5,01 15,16 39,00 45,05
11h 9,10 4,32 5,19 10,60 41,16 47,00
12h 8,00 4,20 5,31 6,85 43,00 48,50

Fonte: (Autora, 2011)
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Apéndice 11 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de caldo de cana com
Brix de 12g/100g.

Acidez Sulfurica

Teor de Etanol

°Brix pH (/L. H,SO4) ART (g/L) Células (g/L) (/L)
INOCULO 4,10 4,50 74,88
MOSTO 11,50 5,05 0,75 95,86
1h 4,10 4,62 1,16 35,13 39,93 11,85
2h 3,35 4,50 1,43 18,65 28,36 20,92
3h 3,00 4,52 1,79 8,27 20,33 27,86
4h 1,50 4,20 2,06 0,68 23,98 32,85

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 12 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de caldo de cana com
Brix de 14g/100g.

°Brix  pH Ac(geLZ}SI:‘Slf(‘)‘Z;ca ART (g/L) Células (/L) ¢ (‘;Sta“”l

INOCULO 4,10 4,62 75,84
MOSTO 1385 5,10 0,86 112,90

1h 6,10 474 1,28 43,34 39,12 12,68

2h 540 461 1,51 28,15 27,54 20,70

3h 480 437 1,92 16,00 21,18 28,14

4h 2,75 430 221 7,40 24,38 34,00
4hed5Smin 1,70 407 2,50 1,04 26,74 37,80

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 13 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de caldo de cana com
Brix de 16g/100g.

°Brix  pH Acé‘ieLZS:‘Slg‘gca ?;LT) Células (/L) 1 (‘;‘/’Sta“"l
INOCULO 410 450 77,44
MOSTO 1590 5,08 1,04 127,70

1h 670 4,60 135 57,07 37,92 13,32

2h 635 430 1,78 39,00 27,91 20,71

3h 475 421 2,11 2321 20,37 27,15

4h 3,60 4,05 243 11,78 23,58 31,14

5h 250 3,94 2,70 3,24 27,00 35,42
She20min 1,70 3,90 2,95 1,45 28,42 39,80

Fonte: (Autora, 2011)
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Apéndice 14 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de caldo de cana com

Brix de 18g/100g.

Acidez Sulfurica

Teor de Etanol

°Brix pH (/L H2504) ART (g/L) Células (g/L) (/L)
INOCULO 4,15 4,62 75,89
MOSTO 17,6 5,11 1,12 141,24

1h 7,55 4,83 1,58 65,91 38,44 14,00
2h 8,5 4,62 2,00 49,00 26,78 21,15
3h 7,4 4,41 2,40 34,14 20,77 28,00
4h 5,75 4,30 2,81 21,07 23,57 34,20
5h 4,00 3,90 3,18 10,80 26,12 38,36
6h 2,35 3,76 3,48 2,02 29,00 42,60

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 15 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto de caldo de cana com

Brix de 20g/100g.
°Brix  pH A::g‘;fg;éf(‘;‘;‘;a ART (@L) Células (L) 1 (‘;‘;Stam'
INOCULO 420 465 77,00
MOSTO 19,60 5,13 1,24 153,72

1h 780 485 1,62 76,90 37,11 14,67
2h 830 471 1,97 53,80 27,68 21,14
3h 8,75 4,50 2,44 40,08 20,74 27,33
4h 635 421 2,8 29,11 23,15 33,00
Sh 460 4,12 3,35 19,30 26,08 38,05
6h 320 3,92 3,72 10,50 29,11 41,00

6h e 20min 230 3,61 4,02 2,45 31,04 44,50

Fonte: (Autora, 2011)
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Apéndice 16 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (20% melago +
80% caldo) com Brix de 12g/100g.

°Brix  pH AC(EeLz}SI:‘Slg‘:;“ ART (g/L) Células (/L) 1¢°F (‘;‘;Sta“"l
INOCULO 4,10 471 78,62
MOSTO 11,85 5,18 0,70 95,20
1h 6,60 5,00 1,17 33,80 40,37 11,20
2h 460 4,71 1,40 19,00 28,05 20,52
3h 320 4,40 1,71 9,10 21,93 27,00
4h 220 416 1,97 1,05 25,00 31,10

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 17 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (20% melago +
80% caldo) com Brix de 16g/100g.

°Brix  pH Ac(gif}sll‘slf(‘)‘:;ca ART (L) Células (/L) 1" (‘;Sta““l
INOCULO 4,13 448 77,86
MOSTO 1590 530 0,98 123,30

1h 785 514 1,30 53,90 37,41 13,70

2h 652 5,00 1,83 37,26 27,52 21,65

3h 5012 482 2,20 24,07 22,00 28,00

4h 410 441 2,47 11,80 24,68 32,35

5h 3,50 420 2,61 5,02 28,67 36,45
She20min 2,80 4,00 2,88 1,23 30,41 38,00

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 18 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (20% melago +
80% caldo) com Brix de 20g/100g.

°Brix pH Ac(;‘ﬁffsll‘slg‘:;ca ART (L) Células (L) ¢ (‘;‘;]fg)tam'
INOCULO 420 4,70 78,41
MOSTO 19,78 5,32 1,20 148,00
1h 9,00 5,00 1,68 69,20 40,27 13,50
2h 742 482 2,17 52,60 27,94 20,33
3h 623 4,50 2,58 38,00 21,55 26,90
4h 520 432 3,00 24,10 25,00 32,74
Sh 435 411 3,30 12,74 28,32 37,30
6h 3,84 395 3,62 5,80 32,28 41,00
6h e20min 340 3,75 3,95 2,36 33,74 42,50

Fonte: (Autora, 2011)
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Apéndice 19 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (40% melago +
60% caldo) com Brix de 12g/100g.

°Brix  pH Ac(‘g‘x’f;:‘slf(‘)‘:;ca ART (/L) Células (/L) 1¢°" (‘;‘;Ig‘am'
INOCULO 4,15 455 76,22
MOSTO 12,00 520 0,71 92,25
1h 550 4,50 1,14 29,45 39,89 10,12
2h 450 4,40 1,48 16,71 28,27 19,60
3h 320 431 1,75 8,25 20,36 26,00
4h 230 424 2,00 1,10 24,33 29,92

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 20 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (40% melago +
60% caldo) com Brix de 16g/100g.

°Brix  pH Ac(gfli:‘slf(‘)‘z;ca ART (L) Células (L) ¢ (‘gga“"l
INOCULO 4,12 4,60 78,14
MOSTO 1590 530 0,98 119,10

1h 800 514 1,37 53,20 36,89 11,22

2h 670 5,00 1,78 38,00 27,63 19,00

3h 520 482 2,03 24,00 21,03 25,00

4h 440 432 2,36 11,42 24,16 30,00

Sh 400 4,14 2,63 5,00 27,86 34,10
She20min 3,50 4,05 2,85 1,87 29,02 35,75

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 21 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (40% melago +
60% caldo) com Brix de 20g/100g.

. Acidez Sulfurica Células Teor de Etanol
°Brix pH (/L H,SO4) ART (g/L) (/L) (/L)
INOCULO 4,20 4,61 77,00
MOSTO 19,70 5,36 1,18 142,20
1h 10,50 5,24 1,52 75,80 40,02 13,00
2h 9,40 5,10 2,01 58,25 27,56 20,13
3h 7,30 4,85 2,57 41,51 21,66 27,00
4h 6,10 4,51 3,03 26,00 24,75 32,04
5h 5,60 425 3,37 12,80 28,16 36,00
6h 4,90 4,00 3,60 6,25 31,23 39,06
6h e 20 min 4,70 3,75 3,93 2,42 32,87 40,35

Fonte: (Autora, 2011)
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Apéndice 22 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (50% melago +

50% caldo) com Brix de 12g/100g.

Acidez Sulfurica

Teor de Etanol

°Brix pH (/L H,SO4) ART (g/L) Células (g/L) (/L)
INOCULO 4,20 4,50 76,67
MOSTO 11,82 5,36 0,74 90,80
1h 6,10 5,15 1,20 30,40 39,95 10,00
2h 4,00 4,70 1,63 18,25 27,14 18,06
3h 3,20 4,50 1,80 8,20 21,18 24,84
4h 2,70 4,44 2,04 1,23 23,88 29,32

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 23 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (50% melago +

50% caldo) com Brix de 16g/100g.

Acidez Sulfurica

Teor de Etanol

°Brix  pH (/L H,504)  ART (@/L) Células (g/L) @L)
INOCULO 440 4,50 77,05
MOSTO 15,70 5,40 1,03 118,00

1h 7,70 5,28 1,56 65,70 40,31 11,20
2h 6,00 5,00 1,84 4525 26,34 18,41
3h 500 4,88 2,10 24,25 21,58 23,81
4h 420 4,62 2,41 11,41 23,87 28,34
5h 3,68 4,30 2,71 5,00 26,79 32,00

She20min 320 4,10 2,91 2,10 28,48 34,60

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 24 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (50% melago +

50% caldo) com Brix de 20g/100g.

Acidez Sulfurica

Teor de Etanol

°Brix pH (/L H,SO4) ART (g/L) Células (g/L) (/L)
INOCULO 4,20 4,65 78,25
MOSTO 19,88 5,50 1,25 139,40
1h 10,00 5,20 1,62 71,30 40,31 12,70
2h 8,70 5,04 1,93 53,25 27,93 20,00
3h 7,50 4,82 2,30 37,10 21,56 26,50
4h 5,90 4,63 2,78 23,07 24,88 31,00
Sh 5,10 4,30 3,20 12,62 27,97 34,12
6h 4,30 4,00 3,62 5,54 30,55 38,10
6h e 20 min 4,00 3,78 3,90 2,55 31,8 39,32

Fonte: (Autora, 2011)
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Apéndice 25 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (60% melago +
40% caldo) com Brix de 12 g/100g.

°Brix  pH Ac(‘g‘}fli?slf(‘)‘:;ca ART (g/L) Células (/L) 1 (‘;‘/’Sta“"l
INOCULO 450 448 76,63
MOSTO 12,00 541 0,72 88,90
1h 654 520 1,07 32,74 39,51 9,68
2h 432 5,00 1,54 19,00 24,55 17,00
3h 330 480 1,80 8,67 21,14 23,12
4h 200 446 2,04 1,30 24,00 27,64

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 26 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (60% melago +
40% caldo) com Brix de 16 g/100g.

°Brix  pH Ac(gfli:‘slf(‘)‘z;ca ART (L) Células (/L) 1 °°F (‘;Sta““l
INOCULO 4,15 474 76,68
MOSTO 1586 5,50 0,95 115,43

1h 800 521 1,33 46,21 39,91 11,00

2h 7,00 5,04 1,76 31,90 27,93 18,46

3h 6,00 4,90 2,01 20,60 21,93 24,00

4h 490 470 2,28 11,00 23,97 28,85

5h 415 423 2,39 5,36 27,00 32,42
She20min 3,62 4,15 2,44 2,10 28,65 33,55

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 27 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (60% melago +
40% caldo) com Brix de 20g/100g.

°Brix  pH Ac(‘g‘};f;:‘slf(‘)‘:;ca ART (g/L) Células (/L) " °°F (‘;]f‘)ta“"'

INOCULO 430  4.62 77.260
MOSTO 1990  5.56 1,17 139,50

1h 1120 530 1,60 75,45 38,24 12,00

2h 10,00 5.11 2,00 58.00 26.41 19,57

3h 920 485 2.44 42,94 20,78 2534

4h 730 468 2.87 28.11 24,00 30,14

Sh 650 435 321 14.50 27.00 34,42

6h 500 412 3,60 5.80 30,40 37.98
6he30min 450 395 3.98 2.84 32,25 38.85

Fonte: (Autora, 2011)
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Apéndice 28 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (80% melago +
20% caldo) com Brix de 12g/100g.

°Brix  pH Ac(‘g‘x’f;:‘slf(‘)‘:;ca ART (g/L) Células (g/L) ¢ (‘;‘/”Sta“"l
INOCULO 412 446 75,880
MOSTO 11,50 546 0,72 88,00
1h 530 532 118 31,12 39,64 95
2h 410 5.00 1,67 19.35 26,65 17,63
3h 350 4,84 1.83 8.85 22,04 2251
4h 300 447 2,04 1.88 26,00 27.4

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 29 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (80% melago +
20% caldo) com Brix de 16g/100g.

°Brix pH Ac(;eLZS:'Slg'Z;ca ART (g/L) Células (/L) L ¢°F (‘;‘;Sta“"l

INOCULO 4,10 438 78,07
MOSTO 15,92 5,48 1,03 113,68

1h 7,50 5,30 1,41 50,10 38,22 10,80

2h 6,70 5,10 1,83 35,00 27,84 17,63

3h 6,00 4,85 2,17 22,41 21,87 24,00

4h 5,20 4,81 2,43 12,62 24,23 28,12

Sh 4,50 4,56 2,65 5,12 27,88 32,00
She30min 4,20 4,20 2,96 2,42 30,95 33,48

Fonte: (Autora, 2011)

Apéndice 30 - Resultados fisico-quimicos obtidos dos experimentos com mosto misto (80% melago +
20% caldo) com Brix de 20g/100g.

°Brix  pH Ac(gffsll'slf(‘)':;ca ART (g/L) Células (L) 1" (‘;flﬁta“"'
INOCULO 420 447 78,00
MOSTO 19,60 5,56 1,27 138,48
1h 8,50 524 1,59 79,06 40,08 12,20
2h 770 5,10 1,98 59,21 27,88 18,21
3h 7,00 5,02 2,37 41,30 21,46 24,84
4h 6,80 484 2,80 24,70 25,00 30,00
Sh 6,00 4,52 3,22 14,30 27,94 34,10
6h 540 4,20 3,55 7,51 30,36 37,00
6h e 30min 500 3,88 3,93 3,10 32,50 38,25

Fonte: (Autora, 2011)



