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Glossario

AR - Acucares Redutores (Todos os monossacarideos e dissacarideos,
com excecao da Sacarose);

ART - Acgucares Redutores Totais (Glicose, Frutose, Sacarose e outros

acucares fermentesciveis);

Fatores de Conversao do Substrato em Produto (Ypss) € em Células
(Yxs/s) — Fragcdes massicas do consumo de ART pelo micro-organismo que séo

convertidas em Etanol e em Células. E dado em (((g (Etanol, Células))/g ART);
Inversdo — Processo de hidrélise da Sacarose em Glicose + Frutose;

Inversdo com Enzima Invertase — Método de inversdo da sacarose
presente em uma solugdo utilizando-se da enzima invertase como agente da

reacao;

Inversdo por Hidrolise Acida — Método de inversdo da sacarose
presente em uma solucao utilizando-se de pH &cido como agente da reacao;

Mel Invertido — Mel que passou por processo de inversao completa da
Sacarose presente em si, ndo possuindo mais esse acucar praticamente em

sua composicao;

Método DNS - Método utilizado para determinacédo da concentracao de
ART de uma determinada amostra, que tem como elemento fundamental para
seu funcionamento a substancia quimica Acido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS);

Rendimento Percentual em Etanol (ngwno) da Fermentagdo -
Porcentagem de conversao massica de ART em Etanol quando comparada

com o valor maximo estequiometricamente possivel (0,511 g Etanol/g ART);

Velocidades de Consumo do Substrato (rs), Geracéo de Produto (rp)
e Crescimento Celular (rx) — Velocidades em que o micro-organismo
consome o ART, produz etanol e se reproduz aumentando sua massa no

fermentador, respectivamente. E dada em ((g (ART, Etanol, Células))/L.h);



Resumo

Nesse trabalho foram realizados ensaios fermentativos com mel de
usina como substrato e utilizando o micro-organismo na forma de fermento
fresco prensado, a temperatura de 32°C e com concentracdo celular massa
seca de 15 g/L, e tendo como variaveis a inversao ou nao inversao préevia da
sacarose do mel de usina, as concentracdes iniciais de ART (150, 200 e 250
g/L) e o regime de operacdo das fermentacdes (descontinuo, descontinuo

alimentado em pulsos e descontinuo alimentado com alimentag&o constante).

Nesses experimentos coletava-se a cada trinta minutos ou a cada hora
uma amostra de mosto do fermentador, e analisava-se as concentragdes de
ART (Substrato) (S), Etanol (Produto) (P) e Celular (X) do mesmo. Utilizou-se
para as analises de concentracdo: de ART, o método DNS Modificado; de
Etanol, microdestilacdo seguida de analise em cromatografia a gas; e Celular,
diluicbes adequadas da levedura contida no mosto e leitura em
espectrofotdbmetro. Com isso foi possivel analisar as velocidades de consumo
de ART, producéo de etanol e de crescimento celular, bem como os fatores de

conversao do substrato em produto (Yp;s) € em massa celular (Yxss).

Observaram-se maiores valores de (Yps) nas fermentagbes com
inversdo prévia da sacarose (0,429 g Etanol/g ART) quando comparadas as
fermentacdes que ndo sofreram esse processo (0,382 g Etanol/ g ART).
Contudo, a altas concentracdes de ART (200 e 250 g/L), nas fermentacdes
descontinuas, observaram-se menores valores de velocidades de reacgdo para
as fermentacbes com inversdo prévia (27,0 g ART/ L.h e 10,1 g Etanol/ L.h)
quando comparadas as sem inversdo (14,6 g ART/ L.h e 6,1 g Etanol/ L.h).
Obtiveram-se maiores valores de (Yps) nas fermentagGes descontinuas
alimentadas (0,413 g Etanol/ g ART) quando comparadas com as descontinuas
(0,396 g Etanol/ g ART). Observaram-se maiores velocidades de reacao para
as fermentacBes no regime descontinuo (28,3 g ART/ L.h e 10,5 g Etanol/ L.h)
comparativamente as fermentacdes descontinuas alimentadas (21,2 g ART/ L.h
e 8,4 g Etanol/ L.h) nas fermentacdes sem inversédo prévia da sacarose, e nao
se observou grandes efeitos nas velocidades de reacdo devido ao regime

adotado nas fermentagBes com inversdo prévia do mel.

Palavras-Chave: Fermentacao Alcodlica, Saccharomyces cerevisiae, Mel Invertido



Abstract

In this work were performed fermentative tests using as substrate honey
of sugar and alcohol plant and using the micro-organism in the form of fresh
pressed yeast, at the temperature of 32°C and with cells concentration on dry
basis of 15 g/L, and having as variables the previous inversion or non-inversion
of the saccharose of the honey, the initial concentrations of Total Reduced
Sugars (TRS) (150, 200 and 250 g/L) and the way of operation of the
fermentations (batch, fed-batch in pulses and fed-batch with constant

alimentation).

In these experiments, samples of must were collected every half an hour
or every hour, and the concentrations of TRS (Substrate) (S), Ethanol (Product)
(P) and Cells (X) of the samples were analyzed. It was used for the
concentration analysis: of TRS, the Modified 3,5 — Dinitrosalicilic Acid (DNS)
method; of Ethanol, microdestilation followed by gas chromatography analysis;
and Cells, adequate dilutions of the yeast existing in the must and reading in
spectrophotometer. With this, it was possible to analyze the rates of
consumption of TRS, production of ethanol and cells growth, as well as the

factors of conversion of the substrate in product (Ypss) and in cells (Yxs).

It was observed higher values of (Yp/s) in the fermentations with previous
inversion of the saccharose (0,429 g Ethanol/ g TRS) when compared with the
fermentations that not suffered this process (0,382 g Ethanol/ g TRS). However,
at high concentrations of TRS ( 200 and 250 g/L), in the batch fermentations, it
was observed lower values of reaction rates to the fermentations with previous
inversion (27,0 g TRS/ L.h e 10,1 g Ethanol/ L.h) when compared to the without
inversion (14,6 g TRS/ L.h e 6,1 g Ethanol/ L.h). It was obtained higher values
of (Ypis) in the fed-batch fermentations (0,413 g Ethanol/ g TRS) when
compared with the batch (0,396 g Ethanol/ g TRS). It was observed higher
reaction rates to the batch fermentations (28,3 g TRS/ L.h e 10,5 g Ethanol/ L.h)
comparatively to the fed-batch fermentations (21,2 g ART/ L.h e 8,4 g Ethanol/
L.h) for the fermentations without previous inversion of the saccharose, and it
wasn’t observed great effects in the reaction rates due to the way of operation

adopted in the fermentations with previous inversion of the saccharose.

Key Words: Alcoholic Fermentation, Saccharomyces cerevisiae, Inverted Honey
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1. Introducéo

A energia € essencial para o funcionamento e desenvolvimento de um
pais nos tempos contemporaneos. A energia é obtida da natureza de diversas
formas, formas essas que definem a chamada matriz energética. Dentro da
matriz energética mundial atual, os combustiveis fésseis (petréleo, carvao
mineral e gas natural) compdem 80,3% da oferta mundial de energia (energia
primaria) e 66,7% do consumo energético final mundial, sendo, portanto,
elementos essenciais na obtencao de energia pelo ser humano. Entretanto, os
combustiveis fésseis ndo sdo renovaveis e possuem reservas limitadas, o que
gera a necessidade de desenvolver fontes alternativas de energia, de
preferéncia renovaveis (BARROS, 2007). O aumento de interesse por fontes de
energia renovaveis deve-se também a motivos econémicos e ambientais, como
os precos flutuantes do petroleo, o controle de precos realizado por
relativamente poucos paises produtores, a emissao de gases poluentes e sua

relacdo com o aquecimento global, entre outros (NASS et al, 2007).

Uma fonte de energia renovavel que tem se mostrado bastante atrativa
nos tempos atuais é o etanol, sendo o Brasil um dos maiores produtores e
exportadores do mundo desse combustivel (GOMES, 2009). A producéo atual
mundial de etanol combustivel € em torno de 97 bilhdes de litros, sendo cerca
de 95% dessa quantidade produzida pela fermentacdo de acuUcares
fermentesciveis pela levedura Saccharomyces cerevisiae (RENEWABLE
FUELS ASSOCIATION, 2016). Nesse contexto, qualquer melhoria em
produtividade e/ou rendimento em etanol que se consiga desenvolver no
processo de fermentacdo alcodlica realizado nas usinas brasileiras pode

resultar em um aumento da producdo em milhares ou até milhdes de litros.

Desta forma, esse trabalho teve como objetivo realizar fermentacdes
alcodlicas utilizando como substrato mel rico de usina sucroalcooleira diluido e
suplementado e como micro-organismo responsavel pela fermentacdo a
levedura Saccharomyces cerevisiae, tendo como variaveis a inversao ou nao-
inversao da sacarose presente no mel antes da realizacao da fermentacao, da
concentracéo inicial de ART (150, 200 e 250 g/L) e do regime de operagéo

utilizado (descontinuo, descontinuo alimentado com alimentagédo do substrato



em pulsos e descontinuo alimentado com alimentacdo constante de substrato),
e analisar como essas variaveis interferem nas velocidades de consumo de
ART, producéo de etanol e variagdo da concentracdo celular, fracdo massica
de ART consumida convertida em etanol (Yp;s) € em massa celular (Yxs) e
rendimento em etanol (Netanol), € COM base nos resultados obtidos encontrar os
parametros operacionais mais interessantes de acordo com as condigbes de

resposta que se deseja possuir.



2. Reviséo Bibliogréfica

2.1. O Etanol

Nos anos 70 e 80, o barril de petréleo teve alta de precos de US$2,50
em 1973, US$10,50 em 1974 e US$34,40 em 1981 (BERTELLI, 1992). Esse
fator, juntamente com uma estrutura existente adequada (existéncia de mao-
de-obra de baixa qualificagcéo, terras e clima aptos, experiéncia em producdo
industrial de etanol, setor agucareiro desenvolvido e com capacidade ociosa)
favoreceu a criagdo em 1975 do Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL),
gue em uma primeira fase fez a producédo de etanol anual brasileira subir de
600 milhdes de litros na safra 1975/76 para 3,4 bilhGes de litros na safra
1979/80 (CARVALHO, 1996), e em uma segunda fase registrou um pico de
11,8 bilhdes de litros na safra de 1985/86, tornando o Brasil o maior produtor

de etanol por via fermentativa na época (MAGALHAES et al, 1991).

O uso de etanol como combustivel carburante se mostrou muito
interessante para paises com grande extensao territorial para a plantacdo de
cana-de-acgucar e poucas reservas petroliferas. Com o fim do PROALCOOL e
com o aumento da atividade petrolifera e reducdo dos precos internacionais da
gasolina na década de 90, ocorreu uma retracdo no consumo de etanol, o que
mudou a partir de 2003 com a cria¢do dos veiculos flexfuel e devido a questdes
econdmicas, politicas e ambientais, elevando novamente o consumo de alcool
no Brasil (STEINLE, 2013), sendo a producédo anual de alcool total no Brasil de
14,74 bilhdes de litros na safra 2003/04 e 28,39 bilhdes de litros na safra
2014/15 (UNICA®, 2016). O Brasil foi ultrapassado pelos Estados Unidos em
2007 como maior produtor mundial de etanol (VALDES, 2007), contudo a maior
parte do etanol estadunidense é produzida por fermentacéo utilizando o milho
como matéria-prima, que possui um balanco energético de 1,3 unidades de
energia obtidas por unidade de energia gasta para a producao de etanol, muito
inferior ao valor de 8,0 obtido no Brasil por fermentacéo utilizando a cana-de-
agucar como matéria-prima (LEITE, 2005).

O setor sucroalcooleiro é responsavel pela movimentacao de 2% do PIB
brasileiro, sendo responsavel por milhdes de empregos diretos e indiretos,

permitindo ao Brasil ser o Unico pais a ter um programa de combustivel



alternativo ao petrdleo implantado em larga escala, com vantagens sociais,

ambientais e econdmicas (MAPA, 2016).

O etanol pode ser aproveitado de diversas formas pela sociedade. Em
sua forma hidratada (com cerca de 5% de agua), é utilizado como combustivel
automotivo diretamente no Brasil, na producédo de bebidas, alimentos, produtos
de limpeza, remédios, entre outros. Ja em sua forma pura (alcool anidro) é
usado como aditivo obrigatorio misturado a gasolina na propor¢do de 20% e
aditivo opcional até a porcentagem de 8% no diesel no Brasil, além de ser
matéria prima de solventes, aerossois, tintas, entre outros (NOVACANA®Y,
2016). O etanol anidro € também matéria-prima para a producéo de biodiesel,
combustivel renovavel obtido da reacdo de transesterificacdo de éleos vegetais
ou gorduras animais com alcoois de cadeia curta que vem tendo sua proporgao
de mistura ao diesel de petréleo gradativamente aumentada com o passar dos
anos no Brasil (BIODIESELBR, 2016).

2.2. A Cana de Acucar
A cana-de-acUcar € uma graminea semi-perene pertencente a familia

Poaceae, do género Saccharum, originéria do sudeste da Asia e que foi trazida
primeiramente ao Brasil pelos colonizadores portugueses (KLEIN, 2010). A
disseminacdo da cana-de-acucar ocorreu em menos de um século de sua
chegada ao Brasil, as lavouras se desenvolveram principalmente em faixas
costeiras ou ainda proximas a rios navegaveis (CASADEI, 2012). As familias,
na grande maioria portuguesas, se colocavam ao redor dos engenhos,
unidades econémicas caracteristicas daquela época, estas comunidades eram
estratificadas em forma de uma piramide social, com os senhores de engenho
no topo e os escravos na base dessa piramide (BRANDAO, 1985). Por séculos,
as bebidas destiladas foram o Unico alcool produzido no Brasil, a producao de
etanol industrial comecou a se desenvolver na Europa em meados do século
19, contudo a producédo industrial de etanol no Brasil comecou praticamente
somente no ultimo quarto do século passado, com as sobras de melaco da
indUstria acucareira, que ampliava a sua capacidade produtiva (LIMA et al,
2001).



A cana-de-acucar é uma planta que se desenvolve bem em areas
ensolaradas, quentes e tropicais (EMBRAPA, 2016), e consegue se
desenvolver até mesmo em solos com caracteristicas mais hostis, sendo
cultivada em diversas partes do Brasil (MARIN, 2016). Quanto ao histérico de
area de plantacdo de cana-de-acgucar colhida no Brasil, houve um crescimento
guase que constante no comeco dos anos 80, indo de 2,77 milhdes de
hectares em 1980 até 4,13 milhdes de hectares em 1986, entdo esse valor
anual se manteve praticamente constante até 1995, quando comecou a crescer
novamente, mais lentamente até 2005, ano onde a producdo atingiu 5,80
milnbes de hectares, e mais rapidamente no periodo 2005-2015, obtendo
nesse ultimo ano uma producdo de 9,70 milhdes de hectares. Os estados
brasileiros com maior area colhida de cana-de-acucar em 2015 foram Sao
Paulo (50,8%), Minas Gerais (9,4%), Goias (9,0%), Mato Grosso do Sul (7,1%)
e Parand (7,0%) (UNICA®, 2016). A cana-de-aclicar tem produtividade de
cerca 6500 litros de etanol por hectare plantado, valor superior aos 4200 litros
do milho e 5500 litros da beterraba utilizados na producdo de etanol por

Estados Unidos e Unido Europeia, respectivamente (BRASKEM, 2016).

A composicdo média da cana-de-acucar saudavel é de 73-76% de agua,
10-16% de solidos soluveis e 11-16% de fibra (seca). Desses sélidos solluveis
(constituintes do caldo de cana), tem-se 70-88% de sacarose, 2-4% de glicose,
2-4% de frutose, 3,0-4,5% de sais e 1,5-5,5% de &cidos organicos, proteinas,
amido, gomas, entre outros (CHEN & CHOU, 1993).

2.3. Producéo de Etanol
No processo industrial fermentativo de producdo do etanol, pode-se

classificar como etapas principais: lavagem, moagem, eliminacdo de

impurezas, fermentacéo, destilacéo e desidratacdo (NOVACANA®, 2016).

2.3.1. Lavagem

Na recepcéo, antes da admissao da cana-de-agucar na usina, a cana é
recebida e amostrada aleatoriamente para se aferir a sua qualidade (teor de
sacarose e de fibras, pureza do caldo, entre outros) (NOVACANA®), 2016).
ApoOs o corte, a cana pode perder a qualidade rapidamente em funcéo das
condicbes ambientais, do modo de despalha, tipo de corte e infestacdo por



pragas. Os colmos de cana-de-agucar podem se deteriorar mediante processos
enziméticos, com destaque para a acado da enzima invertase, que converte a
sacarose em glicose e frutose, promovendo reducdo da pureza; por processos
quimicos em gue a inversao é causada por condi¢cdes acidas; e por processos
microbiologicos, primariamente causados pelas bactérias Leuconostoc sp e
Lactobacillus sp (IRVINE, 1993).

Em estudo da deterioragdo de toletes de cana armazenados por 3 dias,
em funcdo do tamanho, encontraram-se reducdes significativas do pH dos
caldos e da pureza da cana. A acidificacdo do caldo é provocada pela presenca
de acido latico produzido por Leuconostoc sp. e Lactobacillus sp., podendo
provocar floculacdo e interrupcdo da fermentagdo, mesmo ainda havendo
aclucares nas dornas. Valores de pureza reduzidos implicam menor
disponibilidade de acucares redutores totais para ser convertido em etanol
pelas leveduras, levando a perdas em eficiéncia e econémicas no processo
industrial (GENTRY & GASCHO, 1972; EGGLESTON et al, 2001 e
FIGUEIREDO et al, 2008).

ApGs a recepgdo da cana-de-agUcar proveniente dos canaviais, faz-se a
abertura do feixe com um tambor nivelador situado acima da passagem da
cana, formando um colchdo de aproximadamente dois ou trés colmos de
espessura, para garantir a boa limpeza dos colmos. Entdo, com uso de um
banho hidraulico, separam-se pedras e areia que por possuir maior densidade
se dirigem ao fundo do banho. Em seguida, a cana é lavada em uma esteira
por um fluxo turbulento de agua, eliminando a terra por ranhuras na rampa,
migrando posteriormente para rolos eliminadores de impurezas como
ponteiros, folhas e raizes, chegando depois ao setor de moagem (PAYNE,
1989).

2.3.2. Moagem

7

A cana é conduzida em uma esteira rolante até os picadores e
desfibradores, formando um colchdo de cana, e entdo a extragdo do caldo &
feita por esmagamento da cana por rolos das moendas que exercem uma forte
pressdo sobre o colchdo, extraindo-se cerca de 96% do caldo de cana
(MACHADO, 2012). A moenda & normalmente formada por quatro a sete



ternos de rolos em série, ap0s a passagem pelo primeiro terno, fica dificil
extrair o caldo residual, sendo necessario realizar a embebi¢cdo da cana, que
consiste em injetar agua para auxiliar a extracdo. A embebicdo pode ser
simples, composta e com recirculacdo, sendo a composta a mais utilizada,
onde se injeta a 4gua na camada de cana entre os ultimos dois ternos e o
caldo de cana da saida de cada terno é injetado na entrada do terno anterior
(com excecgdo do primeiro terno). Normalmente o caldo extraido do primeiro
terno, de melhor qualidade, é enviado para o setor de producédo de aclcar e o
restante do caldo para a producédo de etanol (NOVACANA®, 2016).

O bagaco que resta do processo de moagem com composi¢cao meédia de
46% de fibra, 50% de agua e 4% de solidos dissolvidos na quantidade de cerca
de 260 Kg por tonelada de cana moida, é armazenado e posteriormente
gueimado em caldeira, gerando vapor que movimenta turbinas que geram
praticamente toda a energia necessaria para operar 0s equipamentos da usina,
tornando o balanco energético do processo muito mais favoravel
(NOVACANA®, 2016).

2.3.3. Eliminacédo de Impurezas

Para a retirada de residuos presentes no melado (areia, bagaco, entre
outros), passa-se o liquido em uma peneira, e depois dirige-se 0 mesmo até
um tanque para realizar a decantacdo das impurezas, que se depositam no
fundo do tanque. Apds esse processo, 0 melado puro € extraido e recebe o
nome de caldo clarificado. Por ultimo, realiza-se a esterilizacdo do caldo, onde
este é aquecido para eliminar os micro-organismos presentes (NOVACANA®,
2016).

2.3.4. Fermentacao

Apds a conclusao do processo de purificacdo, o caldo segue para a
etapa de fermentacdo onde ocorre a transformacdo dos agucares em etanol. O
caldo é levado a dornas (tanques) onde se adiciona a ele um fermento com
leveduras (fungos, sendo mais comum a levedura de Saccharomyces
cerevisiae). Esses micro-organismos se nutrem do acucar presente no caldo.

Nesse processo, as leveduras hidrolisam as moléculas de glicose, produzindo



etanol e gas carbdnico. E necessario que as dornas sejam fechadas para
recuperar o alcool arrastado pelo gas carbdnico e o uso de trocadores de calor
para manter a temperatura nas condigbes ideais para as leveduras. A
fermentacao é regulada para 28 a 30°C e tem duracdo média de 06 a 08 horas.
Apds o processo € obtido um vinho, chamado também de vinho fermentado,
que possui leveduras, agucar ndo fermentado e cerca de 10% de etanol
(DUARTE et al, 2006).

O processo industrial de fermentacédo alcoodlica pode ser dividido em trés
fases: fermentacdo preliminar ou pré-fermentacdo, fermentacédo principal ou
tumultuosa e fermentacdo complementar ou poés-fermentacdo. A fermentacéo
preliminar é caracterizada pela multiplicacdo das leveduras, com consequente
consumo de acucares e lenta producdo de alcool. Na fase de fermentacdo
ocorre intensa producdo de alcool e liberacdo de CO, aumento da
temperatura, a qual deve ser controlada por resfriamento; progressivo aumento
de espumas e elevacao da acidez do mosto. Na pos-fermentacao verifica-se a
diminuicdo da temperatura do vinho, elevagcdo da acidez e a diminuicdo da
atividade de fermentacdo da levedura pela acdo do acumulo de determinadas
substancias, do esgotamento dos carboidratos e das toxinas dos
contaminantes (PACHECO, 2010).

A fermentacdo pode ser conduzida de formas diferentes. O processo
fermentativo pode ser operado de forma descontinua, semicontinua,
descontinua alimentada (ou batelada alimentada) ou continua, todos podendo
trabalhar com ou sem recirculacdo do fermento. Na producdo industrial de
etanol em grande escala, os processos fermentativos se classificam em
processos em batelada e continuos, sendo que a denominacdo batelada na
pratica industrial da producdo de etanol se refere a batelada alimentada
(SCHIMIDELL et al, 2001). Neste trabalho as fermentacdes foram conduzidas
de forma descontinua, descontinua alimentada com alimentagcdo em pulsos e
descontinua alimentada com alimentacdo constante. Os biorreatores
industriais, chamados de dornas, sdo feitos de agco e possuem agitacdo, em
geral sdo fechados e mantidos a uma temperatura em torno de 33 a 35°C até a
conclusdo do processo. Nas dornas fechadas € comum a utilizagdo de um

sistema de lavagem do gas de saida para recuperacdo do etanol evaporado



(DUARTE et al, 2006). A Figura 1 apresenta o aspecto visual de dornas de

fermentacéo utilizadas na industria.

Figura 1: Aspecto Visual de Dornas de Fermentacdo. Fonte: SERMATEC
(2016)

2.3.4.1. Processo Descontinuo

O processo em batelada, também conhecido como descontinuo, se
caracteriza pela insercdo completa do substrato e do indculo no inicio da
fermentacdo. O procedimento de conducdo consiste em: prepara-se um meio
de cultura adequado a nutricdo e ao desenvolvimento do micro-organismo e
também ao acumulo do produto desejado; coloca-se este meio de cultura em
um biorreator; adiciona-se 0 micro-organismo responsavel pelo processo
biolégico e se aguarda que o processo ocorra. A fermentacdo € considerada
como finalizada quando cessa a atividade biolégica por falta de nutrientes
(agucar, por exemplo) ou por excesso de produto inibidor, no caso o etanol.
Apbs o fim da fermentacgéo, retira-se o caldo fermentado do reator e executam-
se as operacdes unitdrias necessarias para a recuperacdo do produto
(SCHIMIDELL et al, 2001). A Figura 2 representa simplificadamente um reator

em regime descontinuo.
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Figura 2: Processo de Fermentacdo Descontinuo. Fonte: ZAMBELLI (2016)

As vantagens de se usar a fermentacdo em regime descontinuo séo as
boas condicdes de assepsia e possibilidade de manutencdo sempre que
necessario, menores riscos de contaminacao, este processo apresenta grande
flexibilidade de operacdo, condicdo de controle mais estreito da estabilidade
genética do micro-organismo, bem como a capacidade de identificar todos os
materiais relacionados quando se esta desenvolvendo um determinado lote de
produto. Em contrapartida a fermentacdo descontinua pode levar a baixos
rendimentos e produtividade, pois quando o substrato é adicionado de uma so6
vez no inicio da fermentacdo ele exerce efeitos de inibicdo repressdo, ou
desvia o metabolismo celular a produtos que nao interessam. O uso desse tipo
de processo fica restrito a fermentacdes laboratoriais, farmacéuticas e na
producao de cachaca (SCHIMIDELL et al, 2001).

2.3.4.2. Processo Descontinuo Alimentado

O processo descontinuo alimentado é uma forma desenvolvida a partir
das formas mais basicas com o objetivo de contornar problemas inerentes aos
processos de fermentac&o. E definido como um modo de operacdo no qual um
ou mais nutrientes (incluindo substrato), ou mesmo todos o0s nutrientes sao
adicionados gradualmente durante o processo de fermentacdo e os produtos
formados permanecem no meio até o tempo final. Algumas caracteristicas
peculiares a este regime sao: O volume varia durante o decorrer da
fermentacao (embora possa ser pequena variacdo em alguns casos), a vazao

de alimentacao pode ser constante ou variar com o tempo, e a adicdo de mosto
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pode ser continua ou intermitente e é possivel controlar a concentracdo de
substrato na fermentacdo (podendo assim interferir no metabolismo
microbiano, levando a diferentes perfis de concentracdo ndo sé de substrato,
mas também de células e produto) (CARVALHO & SATO, 2001).

O processo descontinuo alimentado foi introduzido com o intuito de
aumentar a produtividade em relacdo ao regime descontinuo. Os processos
descontinuos alimentados sdo mais eficientes e versateis na grande maioria
dos processos fermentativos, inclusive nas fermentagbes alcoolicas. As
principais vantagens de sua aplicacdo sdo: Economia de acucar para
reproducao celular, maior rendimento em etanol, eliminacdo de contaminantes
pela centrifugagdo ou sedimentagdo do meio fermentado, fermentagdo mais
pura devido ao tratamento &cido e grande potencial para a automacdo de

processos e reducao de custos operacionais (LEE et al, 1999).

No Brasil a migracdo das plantas de batelada alimentada para continua
ocorre de forma lenta. Cerca de 70% das destilarias instaladas ainda utilizam o
processo do tipo descontinuo alimentado (ANDRIETTA et al, 2006). A Figura 3
a seguir mostra simplificadamente o funcionamento de uma fermentacao

descontinua alimentada (Processo Melle Boinot).

MOSTO FERMENTO AGUA ACIDO
1 TRATADO ‘ l
h

@D \oLANTE
=/ DE VINHO

._ TURBINADO
CENTRIFUGA 1

DORNA CUBA

AGUA

DESTILAGCAO

- l TANQUE PULMAO

VINHO BRUTO

Figura 3: Processo de Fermentagdo Descontinua Alimentada. Fonte: VAZ et al
(2016)
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2.3.4.3. Processo Continuo

O processo de fermentacdo em regime continuo caracteriza-se por
possuir alimentacdo de meio de cultura a uma vazao constante, sendo o
volume de reacédo no fermentador mantido constante, e a retirada continua do
caldo fermentado. O volume de reator precisa ser mantido de forma constante
com o intuito de que o sistema atinja a condi¢cdo de estado estacionario ou
regime permanente, condicdo na qual as variaveis de estado (concentracao de
células, de substrato limitante e de produto) permanecem constantes ao longo
do tempo de operacdo do sistema. Esta condicdo é muito dificil de ser
alcancada em termos praticos, pois para a manutencdo de volume constante
no reator é necessario, teoricamente, contar com vazfes idénticas de
alimentacéo e de retirada de meio (SCHIMIDELL et al, 2001).

O processo continuo tem como principais vantagens, decorrentes da
operacdo em estado estacionario, a obtencdo de caldo fermentado uniforme,
maior facilidade no emprego de controles avancados, aumentam a
produtividade, reduzem o tempo ndo produtivo (tempos mortos, carga,
descarga, limpeza), manutencdo das células em um mesmo estado fisiologico.
Algumas desvantagens deste processo sdo: Possibilidade de ocorréncia de
mutacBes genéticas espontaneas (resultando mutantes menos produtivos),
maior possibilidade de contaminacdes dificuldade de operacdo em estado
estacionario e maior investimento inicial na planta (SCHIMIDELL et al, 2001).

2.3.5. Destilacao e Desidratagéo

Na etapa de destilacdo, a primeira operacédo é a epuracao do vinho, que
consiste em um processo de purificacdo visando livrar-se de algumas
impurezas constantes no vinho, que é realizado em uma coluna de destilacédo
epuradora. Dessa operagdo, além do vinho epurado, obtém-se também a
fracdo denominada alcool de segunda, bruto ou de cabeca (mistura de etanol e
agua impura com teor alcodlico variando de 92 a 94°GL, que corresponde a
fracdo volumétrica de etanol presente na mistura). O vinho epurado é
submetido a uma segunda etapa de destilagdo, em uma coluna de destilacédo
propriamente dita, de onde obtém-se duas fragdes: o flegma (produto principal

7

de destilagdo) que é uma mistura hidroalcodlica impura, com teor alcodlico
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variando de 45 a 50°GL, e a vinhaca (residuo aquoso da destilacdo) que
contem todas as substancias ndo volateis e algumas volateis do vinho
(CASTRO, 2011).

O flegma é encaminhado para uma outra coluna de destilacdo (coluna
de retificacdo), onde é produzido o etanol hidratado (com graduacao alcodlica
entre 92,6 e 93,8% em massa de etanol) e a flegmassa que segue 0 mesmo
destino da vinhaca. O etanol hidratado pode ser comercializado nessa forma ou
ainda ser conduzido para a coluna de desidratacdo, onde pela adicdo de
ciclohexano como agente desidratante é produzido o etanol anidro (graduacao
alcoodlica de 99,3 a 100% em massa de etanol). Ainda no processo de
destilacdo é retirado o 6leo fusel, composto por alcoois amilicos e butilicos que
séo formados no processo de fermentacdo (ALCOESTE, 2016).

2.4. O Agente da Fermentacé&o Alcodlica

As leveduras sdo microrganismos utilizados para producdo de etanol.
Elas sdo micro-organismos unicelulares, biologicamente classificados como
fungos e que tém uma excelente capacidade natural que consiste em
sobreviver sem oxigénio. De fato, na presenga do ar, 0s micro-organismos
multiplicam-se, mas, na auséncia de oxigénio, fermentam os acucares
transformando-os em alcool. As reacdes realizadas pela levedura com a

auséncia e com a presenca de oxigénio sdo as seguintes, respectivamente:

Equacéao de Gay-Lussac (Producéo de Etanol) - Auséncia de Oxigénio
CeH,204 + 2P; + 2ADP —» 2C,H5;0H + 2C0, + 2ATP
E =57 Kcal
Equacéo do Ciclo de Krebs (Respiracéo Celular) - Presenca de Oxigénio
CeH, ;04 + 60, + 38P; + 38ADP — 6C0O, + 6H,0 + 38ATP
E =688 Kcal

Existem centenas de variedades de leveduras sendo que,
habitualmente, se dividem em dois grandes grupos: as leveduras de

fermentacdo alta (Saccharomyces cerevisiae, tipicas das Ale) e as leveduras
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de fermentagdo baixa (Saccharomyces uvarum, antes conhecidas por
Saccharomyces carlsbergensis, tipicas das Lager). As primeiras sao as
leveduras mais utilizadas na producao de etanol, apresentam-se normalmente
na forma unicelular e com 2 a 8 micrometros de diametro. Essas se
reproduzem basicamente por gemacéao (brotamento), onde a célula méae, apés
um periodo de unido entre citoplasmas, da origem a uma nova célula como
mostra a Figura 4 (STECKELBERG, 2001).

Figura 4: Célula de Saccharomyces cerevisiae (Reproducéo por Brotamento).
Fonte: BATISTOTE (2006)
As leveduras possuem metabolismo anaerdbico facultativo crescendo
tanto na presenca como na auséncia de oxigénio. Leveduras crescem melhor

em um ambiente de pH neutro ou ligeiramente acido (PELCZAR, 1997).

Para crescimento das leveduras séo necessarios alguns elementos,
como agua, fontes de carbono (aclcares, sais de acidos organicos, glicerina ou
etanol), nitrogénio, oxigénio e minerais. A deficiéncia de alguns nutrientes,
como foésforo, magnésio, manganés, zinco e vitaminas (biotina, niacina, acido
pantoténico e pirimidina), pode afetar seu metabolismo. Ja a existéncia de
estresses, como de temperaturas tanto alta como baixa, pressdo osmdtica,
etanol e acidez podem afetar também o comportamento da levedura
(WALKER, 1998).

Na execucdo da fermentacao alcoodlica a levedura mais empregada € a
do género Saccharomyces. Os fatores que consagram esse micro-organismo

como o mais indicado sdo a capacidade de transformar rapidamente acglcares
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em etanol, alta tolerancia ao produto formado, tolerancia a grandes variacdes
de temperatura e atividade celular em ambientes &cidos. Na indUstria brasileira
a levedura Saccharomyces cerevisiae ainda é a mais empregada (ANDRIETTA
et al., 2006).

A escolha da linhagem apropriada € de extrema importancia para o éxito
da fermentacdo. Na literatura € possivel encontrar pesquisas empenhadas no
melhoramento das leveduras com o intuito de potencializar a sua eficiéncia na
producgéo de etanol, como fez Alexandrino (2012) que em seu trabalho buscou
linhagens de leveduras capazes de suportar 0s estresses impostos por uma
fermentacdo com alto teor alcodlico. Para tal, trés entre as melhores linhagens
industriais de Saccharomyces cerevisiae atualmente disponiveis (CAT-1, PE-2
e SA- 1), foram utilizadas num programa para a selecdo de hibridos para
tolerancia mdultipla aos estresses etanodlico, osmatico, acido, além de outros,
inerentes a fermentacdo com alto teor de etanol. A partir dos resultados a
autora concluiu que o hibrido 35B (hibrido entre CAT-1 e PE-2) foi o que
apresentou maior destaque entre todos os hibridos testados com atributos
fermentativos superiores aos exibidos pelos parentais, sendo assim uma
promissora linhagem a conduzir a fermentacdo com alto teor alcodlico.

Ja Galzerani (2010) "domesticou" a linhagem JAY270, um isolado da
cepa industrial Pedra-2, tornando-a de facil manipulacdo genética, plataforma
para a introducdo de caracteristicas que melhorem o desempenho dela nas
industrias. A estratégia de domesticacdo foi baseada no sistema de
manipulacéo Delitto Perfetto, para que o seu genoma altamente heterozigoto
fosse preservado e assim mantivesse as suas caracteristicas de interesse
industrial. Dois cassetes integrativos com marcas de selecao diferentes foram
construidos a partir de plasmideos e utilizados na delecdo das duas cépias do
gene URA3 da levedura. O fragmento homadlogo de reparo foi usado na retirada
das marcas genéticas de selecdo evitando a permanéncia de quaisquer
resquicios de transgenia. Ao final do processo de domesticacdo a JAY270
passou a apresentar auxotrofia para uracila, mantendo intacta a sua arquitetura
genbmica heterogénea e, assim, o seu vigor hibrido, os quais tém sido
relacionados a boa atividade fermentativa da linhagem industrial. Embora tenha
sido um processo bastante laborioso, o resultado alcancado pelo autor devera

facilitar novos estudos que necessitem de técnicas de manipulagdo genética
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como a do Delitto Perfetto para melhorar caracteristicas fermentativas da
linhagem industrial.

Em seu trabalho Cavalheiro (2013), buscou encontrar mutantes de
Saccharomyces cerevisiae que apresentassem maior resisténcia a altas
concentracfes de etanol e altas temperaturas concomitantemente. Para isso, 0
autor utilizou como modelo a colecdo YKO (Invitrogen®), que contém 4,828
linhagens mutantes para genes nao essenciais na levedura. Primeiramente, foi
estabelecido as condicdes de estresse (concentracdo de etanol e temperatura)
que fossem limitantes para o crescimento da linhagem isogénica selvagem
(BY4741). Foram estabelecidas as condicfes de estresse em 10% de etanol
em conjunto com aumento de temperatura para 37°C, que foram entdo
utilizadas para testar a tolerancia das linhagens mutantes agrupadas em 53
pools. Foram identificadas as linhagens mutantes para as ORFs UBP15,
THI12, CLA4, DIT1 e MTC7 que suportaram tais condicbes, se mostrando
possiveis candidatos para melhora genética em linhagens industriais como PE2
e CATL.

De um modo geral, toda inovacdo aplicada no melhoramento da
producéo de etanol é de extrema importancia para a renovagao da atual matriz
energética mundial assim como novas técnicas, que venham proporcionar
melhorias no processo de producdo de etanol e agreguem de forma positiva

para futuras pesquisas na area.

2.5. Fatores que Afetam a Fermentacado Alcodlica

2.5.1. pH

O pH tem grande influéncia no rendimento em etanol, uma vez que é
capaz de restringir o crescimento microbiano. O pH utilizado nas usinas para o
mosto fica na faixa entre 4,5 e 55, e o pH 6timo do mosto durante a
fermentacdo alcoodlica utilizando Saccharomyces cerevisiae em geral se
encontra entre 4 e 5. O caldo de cana em geral se adapta bem nessa faixa de
pH, pois seu pH natural fica geralmente entre 5,2 a 6,8. Nos processos onde se
realiza a reutilizacao da levedura, realiza-se tratamento da levedura com acido
sulftrico em pH de 2,0 a 3,2 por uma ou duas horas, procedimento esse que

embora cause bastante estresse a levedura, é bastante eficaz na diminui¢do da
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contaminacao bacteriana por reduzir significativamente o numero de bactérias
(AMORIM et al, 1996, LIMA et al, 2001, ROMAO, 2011 e STECKELBERG,
2001).

2.5.2. Temperatura

A producédo de etanol nas industrias € conduzida na faixa de 25-35°C,
devendo essa ser realizada em torno de 30°C quando se pretende levar ao
méaximo a producdo de etanol, contudo no Brasil, por conta de condi¢cbes
climaticas e operacionais, estas sdo conduzidas em temperaturas maiores que
esta (STECKELBERG, 2001). A levedura Saccharomyces cerevisiae em
temperaturas mais altas tem seu metabolismo afetado de forma a haver uma
diminuicdo da tolerdncia ao etanol e maior formacdo de metabdlitos
secundarios como o glicerol (WALKER, 1998 e OLIVEIRA, 1998). Aliado a isso,
as bactérias laticas sdo capazes de tolerar temperaturas mais elevadas que as
toleradas pelas células de leveduras, e desta forma a competicdo entre a
levedura e as bactérias pelo substrato aumenta juntamente com a temperatura
(EPSTEIN & GROSSOWICZ, 1969 e BALAKUMAR et al, 2001).

Quanto a trabalhos realizados analisando o efeito de temperatura,
Morimura et al (1997) observou diminuicbes na producdo em etanol com
aumento gradual da temperatura de 30 a 35°C em fermentacdes batelada
repetidas. Contudo Laluce et al (2002), utilizando um sistema de cinco reatores
em série com temperaturas decrescentes a jusante do fluxo, obteve maiores
valores de viabilidade celular e de biomassa no Ultimo reator, que se

encontrava a temperatura de 35°C.

As principais referéncias utilizadas para a realizacdo deste trabalho
foram o de Bueno Netto (1982), que executou fermentacbes descontinuas
alimentadas com alimentagcédo constante de mel de usina sucroalcooleira néo-
invertido previamente a temperatura de 32°C, e o de Acorsi (2012), que
realizou fermentacdes descontinuas com mel de usina previamente invertido
em temperaturas de 32, 34 e 37°C. Com base nestes trabalhos, optou-se para

fins de comparagéo executar as fermentagdes na temperatura de 32°C.
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2.5.3. Inibicdo e Repressao

Denomina-se inibicdo a capacidade de certos compostos que, quando
presentes no meio de fermentagéo, sdo capazes de diminuir a atividade do
micro-organismo. Existem basicamente dois tipos de inibidores: os competitivos

e 0S hao-competitivos.

Os inibidores competitivos possuem forma estrutural similar a do
substrato para poderem se ligar as enzimas metabodlicas do micro-organismo.
Como essas substancias ndo possuem grupos quimicos para concretizar a
reacdo de fato, elas atuam competindo pelos sitios ativos das enzimas
metabdlicas do micro-organismo. A poténcia do efeito inibitério depende das
concentracdes relativas de substrato e inibidor e da afinidade da enzima pelo
substrato e pelo inibidor, 0 que torna a inibicdo competitiva bastante especifica,
0 que justifica seu grande uso para terapia e controle de vias metabdlicas.

Os inibidores nao-competitivos tem mecanismos bastantes diversos de
atuacdo, ndo possuem semelhanca estrutural com o substrato, e costumam
ligar-se as enzimas em componentes estruturais desta que ndo compdem o
sitio ativo necessariamente, o que modifica estruturalmente a enzima e
prejudica parcial ou totalmente o seu funcionamento. Logo, s&o bastante
inespecificos, e sua presenca em um micro-organismo pode afetar ndo s6 uma,
mas varias enzimas de uma ou mais rotas metabdlicas, podendo ter efeito

bastante nocivo em um cultivo de micro-organismos. (BORZANI, 2001)

Chama-se de represséao o efeito de inibi¢cdo da transcricdo de
determinados genes quando micro-organismos como a Saccharomyces
cerevisiae sado cultivados em substratos facilmente fermentesciveis, como a
glicose, por exemplo. Alguns genes que costumam ser reprimidos por exemplo
sao genes da gliconiogénese, de funcées mitocondriais e de catabolismo de

acUcares de fermentacao lenta.

Embora outros agucares possam causar efeito de repressao, a glicose €
0 agucar com maior poder de realizar esse feito, e costuma-se dessa forma
chamar o efeito de represséao pela glicose. O termo também pode ser utilizado
para representar taxas de degradacao de RNA mensageiro e expressao de

genes de controle da eficiéncia da transcrigdo. A glicose € responsavel também
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por aumentar a taxa de degradacao de proteinas e inibicdo de certas enzimas,
para que assim o0 seu consumo como substrato seja o preferencial (KLEIN,
1998).

2.5.4. Concentracao do Substrato

A levedura Saccharomyces cerevisiae é capaz de fermentar os acucares
gue compdem a cana-de-agucar, que sao basicamente a glicose, a frutose e a
sacarose. Como as leveduras possuem uma osmotolerancia limitada, as
fermentagdes nas industrias geralmente s&o realizadas em concentragdes
proximas a 200 g/L. O substrato utilizado para producdo industrial pode ser
tanto o caldo de cana como este acrescido do mel proveniente da producao de
acucar, que contém além de acUcares outros compostos que podem inibir a
fermentacao. Altas concentracdes de aclcares (maiores que 150 g/L), também
exercem acao inibitéria sobre a fermentacdo alcoodlica. (STECKELBERG,
2001).

O uso de altas concentracdes de acucares gera maior efeito de
osmolaridade externa, que gera reducéo do crescimento, reducdo do tamanho
celular (por perda de agua por osmose do citoplasma) e perda de viabilidade
celular devido as perturbacdes geradas pelo gradiente osmotico através da
membrana plasmatica (SOUZA, 2009).

Bueno Netto (1982), realizou os ensaios fermentativos descontinuos
alimentados de seu trabalho em concentracédo de 180 g/L, enquanto que Acorsi
(2012) realizou fermentac¢des descontinuas em concentracdes diversas (30, 50,
75, 100, 150 e 250 g/L). Como se tinha por objetivo nesse trabalho avaliar os
possiveis efeitos de inibicdo pelo substrato existentes nas fermentacdes,
adotou-se como variaveis de concentragao inicial de acucares nesse trabalho
os valores de 150, 200 e 250 g/L.

2.5.5. Concentracao de Produto (Etanol)

Do ponto de vista fisiologico, o etanol € capaz de inibir o crescimento e a
viabilidade celular por operar de forma negativa sobre diferentes sistemas de

transportes (incluindo permeases de aminoacidos), sobre a sinalizagéo celular
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da glicose e a atividade de enzimas chaves da via glicolitica (ALEXANDRE &
CHARPENTIER, 1998 e BISSON, 1999).

O etanol atua aumentando a fluidez da membrana plasméatica, o que
resulta em mudangas na permeabilidade de ions, principalmente protons
(LLOYD et al, 1993 e CARTWRIGHT et al, 1986), e parece alterar o grau de
polaridade da membrana celular, 0 que causa paralizacdo do crescimento em
concentracOes elevadas. (LYND et al, 1991). Vérios fatores podem atuar de
forma a aumentar a tolerancia da levedura ao etanol, como concentracdes
elevadas de acidos graxos insaturados, vitaminas e proteinas, composicdo do
meio, acumulo intracelular de etanol, entre outros (D’AMORE & STEWART,
1987).

Holzberg et al (1967) concluiram em suas pesquisas que 0 crescimento
celular ndo sofre inibicdo até 26 g/L de concentracdo de etanol, mas que
quando a concentragcdo de etanol atinge 68,5 g/L o crescimento €
completamente inibido. Luong (1984) observou que o etanol apresentava efeito
significativo sobre a velocidade de crescimento celular ja na concentracdo de
15 g/L, que a 100 g/L o crescimento celular era ausente e que a 105 g/L de
concentracdo de etanol a producdo de etanol pela levedura € completamente
inibida. Daugulis & Swaine (1987) acharam valores de concentracdo de etanol
onde se observou auséncia de crescimento celular entre 87,5 e 140 g/L
utilizando para o teste algumas variedades de leveduras. Esses resultados
devem ser analisados com cautela, pois dependem de algumas variaveis
juntamente com a concentracdo de etanol, como o0 meio de -cultura,
temperatura, entre outros (SOUZA, 2009)

2.5.6. Oxigénio Dissolvido

Quando existem altas concentracbes de oxigénio, a fermentacao
alcoolica acaba sendo inibida pelo chamado Efeito Pasteur. Esse efeito se nota
principalmente em leveduras que jA se encontram na fase estacionaria, onde
se observa grande diminuicdo no consumo de glicose, o que ndo se observa
significativamente quando a levedura estd em fase exponencial, onde o

consumo em presencga ou auséncia de ar € o mesmo (STECKELBERG, 2001).
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A auséncia completa de oxigénio é prejudicial ao processo de producéo
de etanol. Observou-se porcentagens mais altas de producéo de etanol e mais
baixos de glicerol em fermentacbes onde se encontrava certa quantidade de
oxigénio presente (ALFENORE et al apud SOUZA, 2009). Condicdes onde se
tem 0,5% de saturacdo (microaerobicas) permitem aumento do consumo de
acucares e maior tolerdncia do micro-organismo ao etanol sem perda de
rendimento em etanol, o que se deve ao fato da levedura precisar de pequenas
guantidades de oxigénio para sintetizar certos acidos graxos, indispensaveis a
viabilidade celular e que ajudam junto com o0s esterdis a aumentar a
permeabilidade da membrana plasmatica ao etanol (MAIA, 1989). Quando ha
grandes concentracbes de aclUcares no meio fermentativo, as enzimas
respiratorias ficam inibidas e tém-se producao de etanol mesmo em condi¢cées

aerobicas. Chama-se esse fendbmeno de Efeito Crabtree (LIMA et al, 1986).

2.5.7. Contaminacéo Bacteriana

Geralmente nas dornas de fermentagdo existe competicdo entre a
levedura e bactérias que também se encontram no mosto. Uma fermentacao
sadia apresenta niveis de bactérias proximos a 10° células/mL de mosto
(ANDRIETTA et al., 2006).

Quando a contaminacdo bacteriana supera a quantidade de 10’ células/
mL de mosto, pode ocorrer significativa perda de rendimento em etanol
(AMORIM et al, 1981). Entre os fatores que contribuem para isso pode-se citar
a floculacdo das leveduras, que gera perda de células no fundo da dorna e
dificulta a centrifugacéo, o desvio de nutrientes para a multiplicacdo bacteriana
(cada molécula de acucar utilizada na producédo de 4cido latico resulta na perda
de duas moléculas de etanol), a perda de viabilidade celular pela contaminacgéo
devido a substancias como os &cidos latico e acético e a competicdo por
nutrientes do meio (GOMES, 2009).

Rosales (1989) avaliou amostras de fermento centrifugado, apés
tratamento com &cido sulfdrico, mosto, vinho inicial e final e identificou como
principais bactérias contaminantes do processo, em porcentagem e em ordem
decrescente de quantidade: Lactobacillus sp. (45,0%), Leuconostoc
mesenteroides (14,4%), Bacillus sp. (9,5%), Acetobacter sp. (7,4%),
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Enterobacter sp. (6,7%), Sporolactobacillus sp. (3,6%), Pseudomonas
flurescens (1,3%), Escherichia coli (1,3%) e Citrobacter sp (0,5%).

Oliva-Neto (1995) e Cherubin (2003), afirmam que as bactérias laticas
(contaminante mais comum em dornas de fermentagao), tem pH ideal de
crescimento entre 5,5 e 6,2, mas se desenvolvem também em pH inferior a 5,0,
toleram temperaturas relativamente mais altas, desenvolvem-se rapidamente e
sdo capazes de inibir a viabilidade celular da levedura devido a pressao
osmaética no meio de cultivo. Oliva-Neto (1995) relata também que o acido
acético é soluvel nos lipidios da membrana celular e inibe por interferéncia
quimica o transporte de fosfato pela membrana, e como € mais soluvel que o
acido latico, seu poder de inibicao € mais forte, efeito que pode ser diminuido
com a simples lavagem da célula de levedura com agua.

Sabe-se que algumas substancias e antibiéticos sdo capazes de inibir
com eficacia o crescimento de bactérias laticas, antibidticos como a penicilina e
a virginiamicina sdo usados na producdo comercial de bioetanol atualmente.
Contudo do ponto de vista ecoldgico o uso de antibiéticos pode nado ser
preferivel, pois o0s residuos gerados podem ser reaproveitados como
fertilizantes, por exemplo. Além disso, antibioticos s@o caros, requerem
aplicacdo constante e o custo-beneficio pode néo ser interessante (GOMES,
2009).

2.6. Motivacéo do Trabalho

Esse trabalho tem por intuito dar continuidade aos estudos do processo
de fermentacdo alcodlica, tendo como principais referéncias os trabalhos de
Bueno Netto (1982) e Acorsi (2012).

Bueno Netto (1982) realizou fermentagbes em regime descontinuo
alimentado com alimentacdo constante utilizando melagco de cana-de-acucar
nao-invertido, variando nos ensaios a concentracdo celular inicial e o tempo de
enchimento. O autor concluiu que em concentragcdes celulares iniciais massa
seca de até 50 g/L a produtividade em etanol e células ainda depende da
concentracdo celular, e observou que a produtividade maxima em etanol é

funcéo linear decrescente do tempo de enchimento da dorna.
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Acorsi (2012) realizou fermentacdes descontinuas utilizando como
substrato mel de usina invertido em concentragdes iniciais diversas de ART (de
30 a 250 g/L) e a diferentes temperaturas (32, 34 e 37°C), observando uma
diminuicdo exponencial do fator de conversao do substrato em células com o
aumento da temperatura e da concentracéo inicial de ART e ndo observando
grande efeito da temperatura no rendimento em etanol, o qual foi maior nas

concentragoes iniciais de ART entre 75 e 100 g/L.

Nesse trabalho, teve-se como objetivo dar continuidade ao trabalho de
Acorsi (2012), trabalhando-se em ensaios com mel invertido e ndo-invertido em
mesmas condi¢cdes operacionais (a fim de evitar efeitos secundarios a inversao
do mel na fermentacdo), dando maior foco aos experimentos a altas
concentracdes de ART (de 150 a 250 g/L), e expandindo os estudos utilizando

mel invertido para o regime descontinuo alimentado.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Meio de Cultura

Foram utilizadas como meio de cultura nos ensaios fermentativos
solugdes diluidas de mel rico final de cana-de-acucar cedido pela Usina Santa
Teresinha - Unidade Iguatemi, coletado da saida da centrifuga continua de mel
A, que abastece os tanques da destilaria. Segundo informacdes fornecidas pela
empresa, 0 mel se encontrava na concentracdo aproximada de 600 g/L de
AcuUcares Redutores Totais (ART).

3.1.2. Suplementacgédo de Nutrientes do Meio de Cultura

Utilizaram-se solucdes de Ureia e de Superfosfato Triplo para
suplementar possiveis caréncias de nitrogénio e fésforo, respectivamente, que
0 meio de cultura pudesse vir a ter, para que se garantisse o ART como

substrato limitante da fermentacéo alcoolica.

3.1.3. Micro-Organismo

Foi utilizado o micro-organismo Saccharomyces cerevisiae na forma de
Fermento Fresco Comercial Itaiquara, vendido em blocos fechados de 500
gramas. O fermento foi comprado fechado no dia anterior a execucdo da
fermentacao, e devido a validade curta, provavelmente foram utilizados lotes
diferentes do produto, contudo sempre se utilizou o mesmo produto oferecido

pela empresa em todos 0s ensaios.

3.1.4. Fermentador

Fez-se uso de um frasco Kitasato de 2 litros como fermentador, munido
de uma rolha na parte superior e de uma mangueira lateral cuja saida
permanecia imersa em um béquer com agua, dessa forma tornando-o um
frasco fechado. Para conservar a temperatura do fermentador constante, este
permaneceu imerso em banho termostatizado da marca TECNAL modelo

TE-184 durante todo o periodo fermentativo analisado. A alimentacdo e a



25

amostragem eram feitos pela parte superior do Kitasato, com retirada e

posterior recolocacao da rolha.

3.1.5. Elementos Diversos Utilizados em Preparos e Analises

Os compostos quimicos utilizados ao longo de todo o trabalho foram:
Agua Destilada, Hidroxido de Sodio, Acido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS), Fenol
Comum, Tartarato de Sédio e Potassio (sal de Rochelle), Sulfito de Sadio,
Glicose, Frutose, Etanol, Acetato de Sédio, Acido Acético, Enzima Invertase,
Ureia, Triplofosfato de Sadio, Acido Cloridrico e Sacarose. Utilizou-se também
diversos equipamentos, que incluem agitadores de hélice e magnéticos,
banhos termostaticos, pHmetro, balancas, termdémetro, cronémetro,
microdestilador, cromatografo a gas, entre outros. Foi utilizada também uma
vasta gama de vidrarias e elementos de plastico, que incluem tubos de ensaio,
béqueres, erlenmeyers, balbes volumétricos, provetas, pipetas volumétricas,

pipetas automaticas, entre outros.
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3.2. Métodos

3.2.1. Ensaios Fermentativos

Na Tabela 1, constam as condi¢cbes iniciais em que cada ensaio
fermentativo foi realizado nesse trabalho. As varidaveis principais que foram
analisadas, como se pode observar na tabela, foram as seguintes: o regime de
operacdo da fermentacdo (descontinuo, descontinuo alimentado em pulsos e
descontinuo alimentado com alimentacdo de mel constante durante o tempo de
enchimento; a inversdo ou nao inversdo da sacarose presente no mel
previamente a fermentacéo; e a concentracdo de ART (150 g/L, 200 g/L e 250
g/L), que é, para cada regime de operacdo: a concentracdo inicial da
fermentacdo, para as fermentagbes descontinuas, a somatdria das trés
concentracbes do mosto logo apds as respectivas insercbes de mel, para as
fermentacdes descontinuas alimentadas com alimentacdo em pulsos; e a
concentracdo final do mosto caso todo o mel planejado fosse alimentado no
fermentador e n&o tivesse sido metabolizado pela levedura, para as
fermentacgdes descontinuas alimentadas com alimentagéo constante. Todas as
fermentacdes realizadas nesse trabalho foram realizadas a temperatura de

32°C e com concentracdo celular inicial massa umida de 50 g/L.

Tabela 1: Planejamento das Condicdes Iniciais das Fermentacdes Realizadas

Ensaio Regime de Inversao Prévia Concentragao

Operagao da Sacarose de ART (g/L)
1 150
2 200
3 N3o 200
4 200
5 Descontinuo 250
6 250
7 150
8 . 200
9 Sim 200
10 250
11 Descontinuo N3o 150
12 Alimentado C/ 200
13 Alim. em Pulsos Sim 200
14 Desc. Alim. C/ Nao 250
15 Alim. Const. Sim 250
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3.2.1.1. Preparacao do Substrato

Antes de se utilizar o substrato, foi necessario realizar algumas
operacbes no mesmo para adequa-lo propriamente para 0s ensaios de
fermentacdo alcoodlica, dentre os quais pode-se incluir: Diluicdo Inicial,

Inversdo, Suplementacdo de Nutrientes e Esterilizacao.

3.2.1.1.1. Diluicéo Inicial e Inversao

O Mel de Usina Sucroalcooleira em altas concentracdes de ART € um
substrato bastante viscoso, adere fortemente as paredes do recipiente que o
contém, o que dificulta em parte a sua transferéncia quantitativa entre
recipientes. Por isso, optou-se por trabalhar com medidas massicas de mel e
ndo volumétricas para realizar as diluic6es, pois com isso o mel poderia ser
inserido diretamente no recipiente de diluicdo, evitando a necessidade de
utilizacdo de instrumentos intermediarios. Contudo, para isso foi necessario
realizar conversdes de volume para massa das medidas de mel, o que foi feito
com uso de uma equacdo obtida com base em uma tabela de densidade de
solugdes acucaradas. Utilizou-se a tabela da empresa Sucrana (2016), e com
base nesta obteve-se a Equacdo 1 relacionando a densidade da solucdo
acucarada (psoiart) COM a concentracdo de ART presente nessa solucéo (S),
com (R?) = 0,9999. Tendo essa densidade em maos, com a Equacgéo 2, obtém-
se a conversao do volume de mel (Vve) que deveria ser adicionado na diluigéo

para a massa de mel (Mye) que deve ser adicionada.

Psotarr = 0,4-S +1001,9 (1)

M yer = Psotart " Vmer (2)

Para as fermentacBes descontinuas e para a primeira fermentacéo
descontinua alimentada por pulsos, optou-se por preparar em simultaneo o
substrato para mais de uma fermentacdo com concentragcdes por vezes
diferentes. Nesses casos realizou-se duas diluicbes com &gua destilada: uma
primeira, de forma a se obter um volume desejado (Vwmei1zpi)) suficiente para a
preparacao de todas as solugdes, e na concentracao desejada (Swei12pi) para a

maior concentracédo de fermentacdo; e uma segunda, para se diluir um pouco
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mais essa solucdo para as concentracbes desejadas (Sweizepil) para as
fermentacdes de menor concentracdo, e em um volume (Vuel2apil), que sempre
foi de um litro. Para as fermentacdes de maior concentracdo nesse caso, néo
se fez necessariamente uma segunda diluicdo, aferindo-se tdo somente um
litro da solucdo da primeira diluicdo preparada. O valor de (Sweizapi) foi
planejado de forma que, ap6s a inser¢do do indculo, suplementacdo de
nutrientes e insercdo de agua de diluicdo, se tivesse a concentracdo inicial
desejada de ART da fermentacdo em um volume total de mosto de 1,7 litros.
Para as demais fermentacdes, realizou-se somente a primeira diluicdo citada, e
o mel foi preparado somente para aquela fermentacdo no caso. As equacdes
utilizadas nessas diluicbes foram as Equacdes 3 e 4.
MmelRico _ SMel12pil * VMel12pil

= (3)
PMelRico SMelRico

Mpyer12pit __ Smei22pil " VMel22pil
PMel12Dil SMel12Dil

(4)

A metodologia de diluicdo inicial e inversdo (procedimento que foi
realizado apenas para o0s ensaios fermentativos em que se utilizou mel
previamente invertido, que foi feita de forma praticamente simultanea a primeira

diluicao inicial) foi realizada, portanto, da forma a seguir:

1) Pesou-se em um béquer de capacidade suficiente para conter o

volume (Vuel12pi) com relativa folga uma massa de mel rico (Mwelrico);
2) Metodologia de Inversdo do Mel de Usina Sucroalcooleira

2.1) Adicionou-se ao mel rico pesado com uma proveta um volume de
solucédo-tampéo de acetato (preparado pela metodologia presente no Apéndice
A.l)) igual a 5% do volume total de diluicdo (Vwmei1apii). Entdo pesou-se uma
massa de Enzima Invertase Novo Nordisk Ferment Ltda. Lote M691 na
propor¢cdo (Pihvertase) de 0,0002 gramas Invertase para cada grama de
Sacarose maxima na solugédo (caso todo o ART na mesma fosse sacarose),
inserindo-a no mel rico pesado com auxilio de agua destilada. Chamando a

massa maxima de sacarose possivel no mel rico de (Msacmaxmelrico) € @ Mmassa
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de invertase adicionada de (Minvertase), temM-se 0s seus valores pelas Equacdes
5e6:

M .
. "I MelRico (5)

MgacmaxmelRico = SMelRico -
PMelRico

Mlnvertase = PInvertase ) MSacMaxMelRico (6)

2.3) Adiciona-se agua destilada até o volume total de soluc&o (Vmelapil),
homogeneizando-se na medida do possivel com um bastdo de vidro. Coloca-se
entdo o béquer coberto por papel aluminio em banho termostético a 50°C sob

agitacdo mecanica e deixa-se nessa condi¢cdo por um periodo de duas horas;

3) Para os casos onde se realizou a fermentacdo do mel sem a inversao
prévia deste, tdo somente diluiu-se a massa pesada de mel rico (Muelrico) COM
agua destilada até o volume (Vwe12pii), homogeneizando-se na medida do
possivel com bastdo de vidro e deixando-se sob agitagcdo mecéanica por um
periodo de 40 minutos;

A Figura 5 ilustra a realizacdo da primeira diluicdo realizada (a); e o

processo de inversdo da sacarose (b).
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Figura 5: 12 Diluic&o Inicial do Mel Rico (a); Inversdo da Sacarose Quando
Houve Adicéo de Invertase e Tampéao de Acetato Antes da 12 Dilui¢ao Inicial
do Mel Rico (b); Fonte: O Autor

4) Para as fermentacdes descontinuas e para a primeira fermentacéo
descontinua alimentada em pulsos, realizou-se a segunda diluicdo. Para isso,
pesou-se uma massa de mel da primeira diluicdo (Mwei12pit) inserindo-a em um
baldo volumétrico de um litro tarado com um funil em seu bocal, completando o
seu volume com &gua destilada e homogeneizando-se a solugdo com agitacao
vigorosa. Em seguida, transferiu-se a solucdo o mais quantitativamente
possivel para um erlenmeyer de dois litros, com auxilio de 50 mL de &agua

destilada para fazer os enxagues necessarios;

5) Para as duas ultimas fermentacdes descontinuas alimentadas com
insercdo de mel em pulsos realizadas, inseriu-se as massas aproximadas de
mel da diluicdo (Miansmer) = 202,4 g, (Maansmer) = 303,6 g € (Mzansmel) = 303,6 g
em trés erlenmeyers tarados de meio litro. Para as fermentacdes descontinuas
alimentadas com vazdo constante de alimentacdo, inseriu-se a massa

aproximada de 1000 g de mel da diluicdo em dois erlenmeyers de dois litros;

6) Antes de se inserir o mel diluido nos erlenmeyers, para o mel que
passou pelo processo de inversao, retiraram-se em duplicata aliqguotas de 0,5
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mL para medida da concentracdo de ART pela analise DNS por diluicdo direta
(ver subitem 3.2.2.3), e para o mel que n&o passou pelo processo de inversao,
retiraram-se em duplicata aliquotas de 5 mL para a medida da concentracéo de
ART ap6ds a Hidrolise Acida da Sacarose (ver subitem 3.2.2.4.) e de 0,5 mL
para medida da concentracdo de Sacarose (ver subitem 3.2.2.7.). O valor de
concentragdo de ART aqui obtido é o que foi utilizado como concentragédo do
mel diluido para os devidos célculos, por ser mais confiavel que o valor
esperado com as diluicdes, o0 que se deve ao fato de ser medido diretamente e

ja a partir de uma amostra mais diluida e homogénea;

A Tabela 2 mostra resumidamente como foi realizado o processo de
diluicdo inicial do mel rico de usina sucroalcooleira para a posterior realizacao
das quinze fermentacOes realizadas nesse trabalho. Podemos dividir a tabela
em duas partes: a superior, onde a partir de um valor (Sweirico) €Stimado que se
tem em maos e com base nos valores de (Mueirico), (VMel12pil), (Mmei1zpil) €
(Vmelzepil) Obtém-se um valor de concentragdo de mel diluido (Sfieds,) tdo
préximo quanto possivel do desejado (Syissies,); e a inferior, onde a partir do
valor de (Swmostorrim) Obtido com a andlise DNS do mel diluido, obtém-se qual
seria a concentracao original do mel rico (Suelrico) COM 0S mesmos valores de
(Mmelrico), (Vmelzzni), (Mwmelzapi) € (Vwmelzapii) da coluna superior. Os numeros
pequenos de ® a ® presentes nas colunas (Sweirico) S€ referem aos valores de
concentracdo de mel rico da tabela inferior dos quais se calculou a média para
utilizar como estimativa da concentracdo de mel rico na tabela superior. Pode-
se perceber que 0s nimeros pequenos assinalam uma primeira diluicdo igual
para todas as amostras que apresentam o mesmo numero (foi utilizado o
mesmo mel da primeira diluicdo, portanto), e a necessidade dessa indicacao
numerica ocorreu devido a rearranjo da ordem cronoldgica de execucado dos
experimentos para uma ordem mais interessante para comparacdo e analise

dos resultados.

O valor de 600 g/L utilizado como referéncia inicial (marcado como © na
coluna (Swelrico) da tabela superior) € um valor que tinha sido informado pela
usina como a concentracdo em que o mel rico se encontrava, contudo esse
valor ndo se mostrou representativo de toda a extensao volumétrica do mel

rico, devido a sua grande heterogeneidade (variacbes de concentracao
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acentuadas em porc¢des volumétricas diferentes do mel, devido principalmente
a fatores como: supersaturagao da solucéo; a alta viscosidade e dificuldade de
mistura; e a sedimentacdo gradual de cristais de acucar presentes, tornando o
fundo do tonel de mel rico mais concentrado que a superficie), por isso optou-
se por utilizar a estimativa da concentracdo de mel rico com base na
preparacao da diluicdo das fermentacdes anteriores, pois pelo menos teria-se
como referéncia aliquotas volumétricas de mel mais proximas umas das outras
(as amostras eram retiradas de galGes de cinco litros para onde tinha sido
transferido o mel rico de um tonel maior sem o conhecimento se esse mel era
do topo ou do fundo do mesmo, e agitava-se bem o galéo antes da retirada do
mel deste).

Uma vez que o valor utilizado como base para atingir a concentragéo
inicial da fermentacdo (Siiciarerm) foi 0 valor obtido com a leitura da
concentracdo obtida com a andlise DNS (Ultima coluna da tabela inferior,
(Smostoprim)), @ diluicdo inicial realizada ndo tinha um carater quantitativo tdo
acentuado, contudo tentou-se realizar a mesma da melhor forma possivel, para
evitar grande diferenca de volumes totais de fermentacdo (Vqtotamosto) NOS
ensaios realizados. Os valores das duas Ultimas colunas (Sg&isse) e (Sveapin
da tabela superior ndo foram coincidentes devido a pequenas diferengas entre
valores teéricos e experimentais pesados e avolumados, contudo pode-se
notar que sédo bastantes proXimos entre si, com erros sempre menores que
1,50%.
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Tabela 2: Céalculo das Dilui¢cbes Iniciais do Mel Rico de Usina Sucroalcooleira

Projecédo da Concentracéo Final Tedrica Com Base na Concentracao Estimada de Mel
Rico da Preparacdo de Mel Diluido das Fermentacdes Anteriores

. - % Erro
ENsaio  Swyerico MmelRico VMel1spit  Mueitopit  Vmelzspit  Sticisami SMelzpil Conc.
1 7149 1848,16 3,0 854,20 1,0 256,3 255 0,51
2 764 1115,20 15 911,45 1,0 336,8 340 0,94
3 650" 2103,10 2,5 930,12 1,0 342,9 340 0,85
4 7149 1848,16 3,0 1138,09 1,0 3415 340 0,44
5 7649 1115,20 15 1141,82 1,0 4219 425 0,73
6 650" 2103,10 2,5 1160,86 1,0 428,0 425 0,71
7 6009 2185,21 2,5 696,53 1,0 251,2 255 1,49
8 600 2185,21 2,5 929,33 1,0 335,2 340 1,41
9 6699 803,09 1,0 943,90 1,0 341,1 340 0,32
10 600 2185,21 2,5 1164,77 1,0 420,1 425 1,15
11 7149 1848,16 3,0 1137,58 1,0 341,3 340 0,38
12 704®) 927,22 1,0 - - 508,6 510 0,27
13 721© 918,61 1,0 - - 513,3 510 0,65
14 703" 1438,78 2,5 - - 315,3 313 0,73
15 702® 1134,13 2,0 - - 310,3 313 0,86
Estimativa da Concentra¢gdo do Mel Rico Usando Como Referéncia a Analise DNS
Ensaio SMostoPrim ViMel2:pil Myel12pil VMel1:pil MpyelRico SMelRico
1 276,8 1,0 854,20 3,0 1848,16 800,5
2 289,1 1,0 911,45 15 1115,20 609,9®
3 341,0 1,0 930,12 25 2103,10 644,6@
4 274,3 1,0 1138,09 3,0 1848,16 525,7®
5 408,5 1,0 1141,82 1,5 1115,20 727,4®)
6 521,5 1,0 1160,86 2,5 2103,10 884,1@
7 2545 1,0 696,53 2,5 2185,21 611,4%
8 339,6 1,0 929,33 2,5 2185,21 611,5%
9 356,2 1,0 943,90 1,0 803,09 713,99
10 477,6 1,0 1164,77 25 2185,21 726,7%
11 363,6 1,0 1137,58 3,0 1848,16 784,1®
12 518,0 - - 1,0 927,22 720,8®
13 503,5 - - 1,0 918,61 703,41
14 314,9 - - 2,5 1438,78 701,8®
15 3475 - - 2,0 1134,13 813,3
Unidades: (Sweirico): (Shcismmi), (Sheapic1) € (Smostoprim) €M g ART/L; (Mpeirico) € (Myel12pit)

em g ART; (Vmer12pit) € (Vmerzzpii) €M L.

A Tabela 3 mostra as concentracdes de ART, de AR (que sdo quase que

totalmente glicose e frutose) e de Sacarose constantes no mosto primario para

as quinze fermentacdes realizadas.

Obteve-se uma porcentagem de sacarose média de 72,8%, com um

desvio padrao

relativamente significativo,

0 que provavelmente esta

relacionado com a heterogeneidade e supersaturagdo do mel e com a

sedimentacdo de cristais de sacarose. Essas diferencas existentes na

porcentagem de sacarose dos meis utilizados podem ter acarretado em

pequenos desvios no comportamento das fermentacgdes realizadas.
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Tabela 3: Concentracéo de ART, AR e Sacarose e Porcentagem de Sacarose
do Mel Utilizado nas Fermentacdes

Ensaio SART SAR SSacarose %Sacarose
1 276,8 88,8 178,6 67,9
2 289,1 37,7 238,8 87,0
3 341,0 74,7 253,0 78,1
4 274,3 87,7 177,3 68,0
5 408,5 52,6 338,1 87,1
6 521,5 137,9 364,4 73,6
7 2545 2545 0 0
8 339,6 339,6 0 0
9 356,2 356,2 0 0
10 477,6 477,6 0 0
11 363,6 121,6 229,9 66,6
12 518,0 183,3 318,0 64,6
13 503,5 503,5 0 0
14 314,9 118,5 186,6 62,4
15 347,5 3475 0 0
Média + Desvio Padrao Sem Inversao Prévia da Sacarose 72,8 +£9,33

Unidades: (Sart) €M g ARTI/L; (Sar) €m g ARI/L; (Ssacarose) €M g Sacarose/L.

3.2.1.1.2. Suplementacdo de Nutrientes

A suplementacdo de nutrientes propriamente dita € feita instantes antes
do inicio da fermentacdo (ver subitem 3.2.1.7.). Para a suplementacédo, foram
utilizadas solu¢des de Ureia e Triplofosfato de Sodio preparadas conforme
descricéo presente nos Apéndices A.2. e A.3., respectivamente.

3.2.1.1.3. Esterilizacéo

1) Embalou-se uma série de instrumentos que foram utilizados nas
fermentacdes realizadas, dentre os quais pode-se destacar. os erlenmeyers
com mel diluido, com ureia e com triplofosfato de sédio, um erlenmeyer de um
litro com cerca de 800 mL &gua de diluicdo, um erlenmeyer de meio litro vazio
e Kitasatos de dois litros (Fermentadores) com algoddo na abertura das
mangueiras, todos selados com tampao justo de algoddo e gaze no bocal
seguido de papel jornal ou Kraft amarrado com barbante; pipetas volumétricas
de vidro de 20 mL com algoddo na parte superior, espatula grande, bastdo de
vidro, rolhas dos fermentadores e mangueiras com algod&o nas extremidades
(para os ensaios descontinuos alimentados), embalados com fita adesiva e

papel de fax ou Kraft;
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2) Colocou-se os instrumentos em autoclave, fechou-se a mesma e
deixou-se por 25 minutos a pressao relativa de 1 atm (aproximadamente
120°C), desligando-se o equipamento e retirando-se algumas horas depois,

apos o resfriamento do mesmao.

A Figura 6 mostra a segunda diluicdo realizada e a transferéncia do mel
para o erlenmeyer para autoclavagem (a); e a insercdo dos elementos

necessarios na autoclave para esterilizagéo (b).

(a) (b)
Figura 6: Segunda Diluicdo no Baldo Volumétrico e Mel Transferido para
Erlenmeyer e Fechado (a); Elementos Inseridos na Autoclave para
Esterilizacdo (b). Fonte: O Autor

3.2.1.2. Célculo de Parametros Para Fermentacfes Descontinuas

A partir da concentracdo obtida de ART (glicose + frutose + sacarose +
outros acgucares residuais) pela analise DNS do mel diluido e esterilizado nos
erlenmeyers que foi chamado de Mosto Primario (Syostorrim), Obtiveram-se os
valores de volume e de massa total de mosto da fermentacdo com a levedura
((VTotaiMosto) € (Mtotaimosto), Fespectivamente), de massa de fermento adicionada
(MLeveduraadic) € de Volumes de Ureia e Triplofosfato de Sodio adicionados

(VUreiaFosfato)-

Dessa forma, para as fermentacdes descontinuas, sendo (Vmostoprim) O
volume de mosto primario adicionado, (Siiciarerm) @ concentracdo inicial de
ART da fermentacédo desejada, (Pmostoconciicial) @ densidade de uma solugao
acucarada com concentracao inicial de ART de fermentagcdo (SinicialFerm),

(XmassaUmidainicial) @ concentracdo de levedura massa Umida inicial no mosto
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(sempre se utilizou 50 g/L nas fermentacdes), (CureiarosfatolnicialMosto) &
concentracéo inicial de Ureia e Triplofosfato no mosto (sempre 0,4 g/L e 1 g/L,
respectivamente) e (CureiarosfatoSolPreparada) & concentragao inicial das solugoes
de Ureia e Triplofosfato preparadas (sempre 40 g/L e 100 g/L,
respectivamente), calculou-se pelas Equacdes de 7 a 10 os valores desejados.

V _ SMostoPrim’V MostoPrim
TotalMosto —

(7)

SInicialFerm
MTotalMosto = PMostoConcInicial VTotalMosto (8)

M cveduraadic = XMassaUmidaInicial *Vr5otaimosto (9)

CUreiaFosfatoInicialMosto ‘VTotalMosto

VUréiaFosfatoAdic = (10)
CUreiaFosfatoSolPreparada

Na Tabela 4 constam os calculos realizados para a obtencdo do volume
total de mosto que deveria existir nos fermentadores, o qual se planejou nas
diluicdes iniciais que fosse de 1,7 litros, volume esse que teve de ser alterado
em algumas fermentacfes devido as diferencas nos valores de concentracdo
de ART desejados (Siipin) e obtidos com a andlise DNS (Swostoprim)-
Juntamente a esse volume, obteve-se também os volumes de Ureia e

Triplofosfato que deveriam ser adicionados em cada fermentacao.

Tabela 4: Célculo do Volume Total de Mosto e Volumes de Ureia e Triplofosfato
Adicionados das Fermentacdes Descontinuas

Ensaio SMostoPrim VMostoPrim SInicialFerm VTotalMosto VUreiaFosfatoAdic
1 276,8 150 1,85 0,0185
2 289,1 200 1,45 0,0145
3 341,0 200 1,71 0,0171
4 274,3 200 1,37 0,0137
5 408,5 10 250 1,63 0,0163
6 521,5 ' 250 2,09 0,0209
7 2545 150 1,70 0,0170
8 339,6 200 1,70 0,0170
9 356,2 200 1,78 0,0178
10 477,6 250 1,91 0,0191

Unidades: (SMostoPrim) € (SlnicialFerm) emg ART/Lr (VMostoPrim)r (VTotalMosto) € (VUreiaFosfatoAdic)
em L.
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A Tabela 5 mostra o calculo das massas totais de levedura e de mosto

adicionadas nas fermentacoes realizadas.

Os valores de massa tedricos planejados e experimentais pesados ndo
foram coincidentes devido a pequenos erros de pesagem, contudo

apresentaram erros sempre menores que 1,67%.

Tabela 5: Massas de Levedura e de Mosto Totais Pesadas para as
Fermentac¢des Descontinuas

% %
Ensaio V. MTeérico MPesada Erro MTeérica MPesada Erro
PMostoConcin  VTotalMosto TotalMosto TotalMosto LevAdic LevAdic

Mosto Lev.

1061,9 1,85  1964,52 1950,41 0,72 92,50 92,23 0,29
1081,9 1,45 1568,76 1593,11 155 72,50 73,71 1,67
1081,9 1,71 1850,05 182793 1,20 85,50 85,03 0,55
1081,9 1,37  1482,20 1503,37 1,43 68,50 69,54 1,52
1101,9 1,63 1796,10 179593 0,01 81,50 81,99 0,60
1101,9 2,09 2302,97 228852 0,63 10450 104,31 0,18
1061,9 1,70 180523 1796,11 0,51 85,00 85,04 0,05
1081,9 1,70  1839,23 1829,76 0,51 85,00 84,98 0,02
1081,9 1,78  1925,78 1895,18 1,59 89,00 87,52 1,66

10 1101,9 191 2104,63 2098,37 0,30 95,50 95,22 0,29
Unidades: (pMostoConcln) em g/L; (M'}‘(e)glil‘\:/loosto)v (M¥g::ldl\205to)v (ME:\(I)XIC{::::) € (Mf‘f‘f}a\g?c) emg;
(VTotalMosto) emL;

O©CoO~NOOOUITDSWN P

3.2.1.3. Calculo de Parametros Para Fermentacbes Descontinuas
Alimentadas com Insercéo de Mel em Pulsos

Para as fermentacdes descontinuas alimentadas com alimentacdo em
pulsos, utilizou-se basicamente as mesmas Equacfes 7 a 10, com a ressalva
que foi utilizado como mosto primario o mosto da primeira insercdo de mel,
entdo gerando as Equacdes modificadas de 11 a 15, sendo: (Mg orim) €
(Viams orim) @ Massa e o volume de mosto primario da primeira inser¢cao de mel,

respectivamente; (s y g concentragdo inicial de ART da fermentagdo

InicialFerm

apos a primeira insercdo de mel; (VAPSUI™S y @ (qAPSLINS v o yolume e a massa

TotalMosto TotalMosto

totais de mosto ap0s a primeira insercdo de mel, respectivamente.

12Ins

12Ins _ Myostorrim
VMostoPrim - ] (11)
PMostoPrim
, a S ; _Vlalns
VAp031‘InS __ 9MostoPrim’V MostoPrim (12)
TotalMosto ~— Apbs1iIns

InicialFerm
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Aposliins . yApos1iIns
MTotalMosto = PMostoConcInicial VTotalMosto (13)
Apébsiiins

MLeveduraAdic = XMassaUmidaInicial ) VTotalMosto (14)

Apébs1iins
CUreiaFosfatoInicialMosto “Y'TotalMosto (15)

VUréiaFosfatoAdic -

CUreiaFosfatoSolPreparada

Na Tabela 6 constam os calculos realizados para a obtencdo do volume
total de mosto ap6s a primeira insercdo de mel que deveria existir nos
fermentadores, o qual se planejou nas diluicdes iniciais que fosse de 1,7 litros,
volume esse que teve de ser alterado em algumas fermentacfes devido as
diferencas nos valores de concentracdo de ART desejados (Siris,) e obtidos
com a analise DNS (Swmostoprim). Juntamente a esse volume, obteve-se também
os volumes de Ureia e Triplofosfato que deveriam ser adicionados em cada
fermentacéo.

Tabela 6: Calculo do Volume Total de Mosto Apos a Primeira Insercao de Mel e
Volumes de Ureia e Triplofosfato Adicionados das Fermentacdes Descontinuas
Alimentadas com Alimentacao de Mel em Pulsos

Ensaio SMostoPrim Ml%llaégtsoprin VI\}[ilsnt%Prim Sﬁl;i)gisallil(:‘sm Vﬁﬂ(:;;\;:tso UreiaFosfatoAdic
11 363,6 267,27 0,233 1,69 0,0169
12 518,0 202,99 0,168 50 1,74 0,0174
13 503,5 202,82 0,169 1,70 0,0170

. . Ap6s12l ] a . a a
Unldades. (SMostoPrim) € (Sln;;;)isalF:rsm) em g ART/Lv (Ml%/l;gtsol’rim)em g7 (Vlt}lols?tf)l’rim)v (V'Il‘o{glsMosto
€ (VUreiaFosfatoAdic) emL.

A Tabela 7 mostra o célculo das massas totais de levedura e de mosto

adicionadas nas fermentacoes realizadas.

Os valores de massa tedricos planejados e experimentais pesados nao
foram coincidentes devido a pequenos erros de pesagem, contudo

apresentaram erros sempre menores que 1,24%.
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Tabela 7: Massas de Levedura e de Mosto Totais Pesadas para as
Fermentacdes Descontinuas Alimentadas com Alimentacéo em Pulsos

% %
Ensaio  pyPotl Ol Vietaimosto MotaiMoste Mrotaivosto ETTO  MycotBet™ Mygo Bt Erro
Mosto Lev.

1 1,69 1727,01 1735,28 0,48 84,50 85,00 0,59
2 1021,9 1,74 1778,11 1764,22 0,78 87,00 86,34 0,76
3 1,70 1737,23 1745,00 0,45 85,00 83,95 1,24

. . Apés12Dil . TeoApos12 PesApods12 TeoApos12 PesApds12 .
Unidades: (pMostOC(mcln) em g/L’ (MTotalMosto)’ (MTotalMosto)’ (MLevAdic ) e (MLevAdic ) em g;

Apés12Ins
(VTotalMosto) emL.

Foi necesséario realizar correcbes nas leituras de concentragbes
experimentais de etanol e massa celular a partir da segunda insercao de mel
no reator devido ao efeito de diluicdo acarretado por esse procedimento. Dessa
forma, sendo: (N) o nUmero da insercdo de mel realizada (22 ou 33); (ty™),
&Yms), &)y, &)'s) e assim por diante os tempos onde foram coletadas a

primeira, a segunda, a terceira, a quarta e assim por diante amostras ap6s a N-

Ap6sN2Ins
TotalMosto

ésima insercdo do mel; (vanteshinsy @ (v, ) 0s volumes totais de mosto

antes e depois da N-ésima insercéo de mel, respectivamente; ( g};":ﬁ‘a'“s(t”a‘“)) 0

valor experimental, determinado na cromatografia, para o etanol para a

amostra retirada no tempo (t\'Is); (PA*’"’SNQ.'“S (t?‘““s)) o valor da concentracdo de

ExperAjust

etanol ajustado para a amostra retirada no tempo (t¥'); (x;‘};fj’r"”“s(t?‘a‘“)) )

valor experimental, obtido no espectrofotdmetro, da concentragéo celular para

a amostra retirada no tempo (£"*); e (xgPoshins (€11"%)) o valor da concentragéo

celular ajustado para a amostra retirada no tempo (t}); pelas Equacdes 16 a
22 obtém-se os valores ajustados de concentracdo de etanol e celular que
foram utilizados nesse trabalho.

ApoésNaIns 12Ins\ _ pAposN2Ins/ , 12Ins
PExperAjust L; ) - PExper (t' ) (16)

AposN2Ins [, N2 AposN2Ins [, N2 N yApSsN Ins

- fIns\ - fIns , TotalMosto

PEx erA'ust(t ) - PEx er (tO ) 2 yAntesNiIns (17)
p J P VTotalMosto

Ap6sNaIns Nalns Apo6sNeIns N2Ins Apo6sNaIns NaIns Apo6sN2Ins (  N3Ins
PExperAjust i+1 ) PExperAjust ti )+ Exper l+1 ) PExper (t ) (18)

AposNaIns 12Ins ApésNeIns r ,12Ins
ExperA]ust(t ) XExper (t' ) (19)
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Apb6sN2Ins

Apo6sN2Ins NiIns\ _ yApOsN2Ins @ NaIns) . N Vrotaimosto
XExperAjust(tO ) - XExper (tO ) 2 V‘}S{Zfﬁi’s’ii (20)

Ap6sNaIns NaIns\ _ yAposN2Ins NaIns ApoOsNiIns ¢ \NaIns\ _ yApOsNiIns (. NiIns
XExperAjust tiv1 )_XExperAjust L )+ XExper (ti+1 ) XExper (ti ) (21)

i=01234,.. (22)

A Tabela 8 mostra as massas e volumes inseridos nas N-ésimas
insergcdes de mel em cada fermentagdo, bem como as massas e volumes totais
de mosto no fermentador antes e depois das N-ésimas inser¢cdes. As somas
dos valores antes da N-ésima insercdo com o valor inserido de mel nesta
podem divergir um pouco do valor depois da N-ésima insercdo devido a
utilizacdo de um pouco de agua destilada para transferéncia quantitativa do mel
para o fermentador.

Tabela 8: Massas e Volumes Totais de Mosto Antes e Depois das N-ésimas
Insercdes de Mel e de Mosto Primario Inserido nas N-ésimas Insercfes de Mel

Ferme N-es i~ma AntesN?Ins y7AntesN2Ins N2Ins NéIns Apo6sNeIns Ap6sN2Ins
nta(;éo lnseli;/(l;ealo de MTotalMosto VTotalMosto MMostoPrim VMostoPrim MTota]Mosto VTota]Mosto
1 - - 267,27 0,233 1735,28 1,698
11 2 1371,80 1,372 166,21 0,145 1538,35 1,505
3 1178,95 1,179 200,67 0,175 1379,33 1,350
1 - - 202,99 0,168 1764,22 1,726
12 2 1345,82 1,346 303,52 0,251 1688,70 1,636
3 1367,36 1,367 303,83 0,251 1738,91 1,685
1 - - 202,82 0,169 1745,00 1,708
13 2 1478,75 1,479 303,84 0,253 1857,70 1,800
3 1563,48 1,563 303,56 0,252 1966,55 1,906

: . AntesN2Ins NiIns Apo6sN2Ins . AntesN2Ins NIns
Unidades: (MTotalMosto)i (MMostoPrim) € (MTotalMosto) €emg; (VTotalMosto)’ (VMostoPrim) €
(VApésNﬂlns

TotalMosto) emL.

Com a finalidade de comparar os regimes de operacdo descontinuo e
descontinuo alimentado em pulsos, propés-se um modelo unificado de forma
que as trés insercbes de mel fossem representadas como se tivesse ocorrido
apenas uma Unica insercédo de mel. Para isso foi necessario o desenvolvimento
de um tempo unificado (x;) obtido a partir dos tempos (t}"!*), gerando com isso
valores de concentracdo de Etanol e ART ajustados (P(t;)) e (S(t;)) com base
nos valores experimentais (P(t) ™)) e (S(t} ™)), respectivamente. Foram
utilizados somente os pontos onde havia atividade fermentativa mais intensa, o

que gerou a necessidade da criagdo de valores de (™) iguais a (t{1}®),
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(t%5%) e (ts}®), valores que representam os tempos onde a velocidade da

reacdo de fermentacdo a partir desses se tornou praticamente nula por
exaustdo quase completa do ART, para a primeira, segunda a terceira
inser¢cbes de mel respectivamente, o que ndo se modificou até a possivel
insercado seguinte de mel no fermentador. As Equacbes de 23 a 38 a seguir

mostram como foram calculados os valores ajustados para a analise unificada.

Célculo do Tempo no Modelo Unificado (t;):
T, =t'"m 5 i=0,1,2,..,(f1) (23)
T = Ty + (61— 657™) (24)
Tr+itz = T(F)+it1 T (t?ilzns 12+11ns) - 1=012,. ((fZ) - 2) (25)
T+ = Ty + (87 — 65) (26)

aIns __ 331ns

Try+(f2)+i+2 = TFD+(f2)+it1 T (t1+2 tiv1 ) - 1=012,. ((f3) - 2) (27)

Célculo da Concentracdo de Etanol no Modelo Unificado (P(T;)):
P(t) =PEt;"™) > i=0,1,2,..,(f1) (28)
P(t(1)+1) = P(t¢rn) + (P(E5™) — P(5™)) (29)
P(t(s1y+i+2) = P(T(pnyrina) + (P(EEES) — P(EET™)) 5 1=0,1,2, .., ((f2) — 2) (30)
P(tns(rn1) = P(Tynagn) + (P(67™) — P()) (31)

P(Tr1y+(r)+iv2) = P(T(rn+(r2)+ivn) T (PR —PaL™) - i=0,1,2,..,((f3) - 2) (32)

Célculo da Concentracdo de ART no Modelo Unificado (S(T;)):
S(ro) = (S(e5"™) — S(el7ine)) + (S(&81s) — s(e5)) + S(67™) (33)

S(tiv1) = S(@) + (S(EL) - s@™)) - i=0,1,2,...(f1) - 1) (34)
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S(Tr1y+1) = S(Ten) + (SE™) — S@5™)) (35)

S(Trny+inz) = S(Trprinn) + (SESS) = SELT)) = i=0,1,2,...,((f2) — 2) (36)
STrn+gp+1) = STrn+g2) + (S(tigms) - S(tgéms)) (37)

ST+(r+ivz) = ST+ +ivt) T (SEys) -sa)) - i=0,12,..,((f3)-2)(38)

3.2.1.4. Calculo de Parametros Para Fermentacbes Descontinuas
Alimentadas Reais (Com Insercao de Mel em Vaz&o Constante)

Para as fermentacbes descontinuas alimentadas com alimentacao
constante, fixou-se o volume total de mosto (Vtotamosto), € Sendo (Swax) a
concentragdo maxima de ART que existiria nesse volume total caso a levedura
nao tivesse metabolizado nada (equivalente da concentracdo inicial da
fermentacdo) e (Swmostoprimario) @ concentragdo de ART do mosto primario,
achou-se o volume de mosto primario alimentado (VmostoPrimarioalim), COM a
densidade do mosto primario (Pmostorrimario) achou-se a massa de mosto
primério alimentado no fermentador (Mwostoprimarioaiim), € Obteve-se também o
volume e a massa iniciais de solucdo de levedura (VsolLevedurainicial) €
(MsolLevedurainicial), respectivamente, sendo a densidade da solucédo de levedura
inicial (PsoiLeveduramicial) aproximadamente igual a 1000 g/L. Para os calculos
para esse regime de operacao portanto, substituiu-se as Equacgdes 7 e 8 pelas
de 39 a 42.

_ Smax'VTotalMosto
VmostoPriméarioAlim = (39)

SMostoPrimério

MMostoPrimérioAlim = PMostoPrimario VMostoPrimérioAlim (40)
VSolLeveduraInicial = VTotalMosto - VMostoPrimérioAlim(41)

MSolLeveduraInicial = PsolLeveduralnicial VSolLeveduraInicial (42)

Dado um tempo (t) de fermentacdo decorrido, foi possivel obter os
valores de massas de ART Consumido (MarTcons(t)), Etanol Produzido
(MEtanolprod(t)) € de Células no Fermentador (Mcejuiar(t)) Nnesse tempo (t) com as

Equacbes de 43 a 47, sendo: (Vmostoprimadic(t)) € (Vmostonorerm(t)) O volumes de
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mosto primario adicionado e de mosto total no fermentador no tempo (t),
respectivamente; (Martadic(t)) € (Martres(t)) as massas de ART Adicionado e
Residual no fermentador no tempo (t), respectivamente; (Sres(t)), (Pproa(t)) €
(Xcresc(t)) os valores lidos de concentracdo de ART, Etanol e Celular para as

amostras coletadas no tempo (t).
VMostonoFerm(t) = VSolLeveduraInicial + VMostoPrimAdic(t) (43)

MARTAdic(t) = SMostoPrimério ) VMostoPrimAdic(t)(44)

MARTRes(t) = SRes(t) ) VMostonoFerm(t) (45)

M srrcons(t) = M ggragic(t) — M ggrRes(t) (46)

MEtanolProd,Celular(t) = (PProd'XCresc) (t) ) VMostonoFerm(t) (47)

Para realizar uma comparacdo entre o0s regimes descontinuo e

descontinuo alimentado com alimentagc&o constante, utilizou-se a Equacédo 48

Ajust
Cons

para obter concentracdes ajustadas de ART Consumido (S ), Etanol

Ajust

Produzido (Pa") e Celular (X2U%)

Cresc

) para esse fim.

( SA]ust Ajust A]ust ) ( t) M gRTCons EtanolProd,Celular(t)
Cons’ Prod ’ Cresc

(48)
VrotalMosto

3.2.1.5. Método de Analise dos Resultados das Fermentacdes

Foram utilizados nesse trabalho modelos lineares para descrever o0s
comportamentos das curvas de consumo de Aclcares Redutores Totais (S),
producdo de Etanol (P) e aumento da Massa Celular (X) no decorrer da
fermentacdo. Para a comparacéo entre os regimes trabalhados, foi necessario
utilizar concentracdes de ART (S(t)), Etanol (P(t)) e Celulares (X(t)) nos tempos
(t) ajustadas para os regimes descontinuos alimentados como visto nos
subitens 3.2.1.3. e 3.2.1.4. Dessa forma, a Equacao 49 define basicamente o

modelo utilizado.

(S, P, X)(t) (%) =agpx t(h) + bgpx (49)
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As velocidades de Consumo de ART (rs), de Producédo de Etanol (rp), €
de Aumento da Massa Celular (rx) sdo dadas pela derivada temporal das suas
respectivas concentracdes, 0 que permite concluir que essas velocidades sao
obtidas pelo coeficiente angular da reta ajustada, conforme se pode ver pelas
Equacdes 50, 51 e 52.

g d(S,P.X)(t)
rspx) (ﬁ) =~ a (50)
g d(aspx)t(h)+bgspx))
rsPX) (ﬁ) _ Hagpx - sPo) o)

g
T'(spX) (ﬁz) = Q(s,px) (52)

Com base nos valores de velocidade obtidos, obtém-se os valores de
(Yris) € (Yxs) (fracdo massica de Etanol e Células produzidos em relagéo a
guantidade de ART consumidos, respectivamente) e o rendimento em etanol
(Netanol) pelas Equacdes 53 e 54, sendo (Ypis®h) 0 maximo rendimento possivel
de etanol a partir de monossacarideos oriundo do balanco estequiométrico da
reacdo 1 CgH12,06 — 2 C;HsOH + 2 CO», 0,511 g Etanol / g ART.

i g Etanol,Células
g Etanol,Celulas) . r(P,X)( L'h )

Y
(P.X)/S ( g ART rs(Z2ET)

(53)

Y (g Etanol)
P/S\ g ART

nEtanol(%) = (YGL (gEtanol)) ' 100 (54)

P/S\ g ART

3.2.1.6. Insercao de Instrumentos e Frascos na Capela e Esterilizacéo
Adicional com Ultravioleta

Colocou-se em capela de fluxo laminar limpa com Alcool 70% os
instrumentos esterilizados em autoclave, um maco de papéis-toalha e uma
balanca, em seguida fechou-se a capela, cobrindo-se o vidro com uma lona e
deixou-se o interior da capela exposto a radiacdo ultravioleta (UV) por um

periodo de vinte minutos. Desligou-se o UV e ligou-se o fluxo laminar da
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capela. Frequentemente passou-se Alcool 70% nas m&os nas operacdes

realizadas no interior da capela.

3.2.1.7. Preparo do In6culo

1) Levou-se o bloco de fermento fresco dentro de um béquer de um litro
fechado com filme plastico para dentro da capela. Abriu-se o erlenmeyer de
meio litro vazio, abriu-se o pacote de fermento e inseriu-se com auxilio de uma

espatula grande uma massa de fermento (M eveduraadgic) NO frasco aberto;

2) Inseriu-se os volumes de Ureia e Triplofosfato (Vureiarosfato) COM uma
pipeta volumétrica de vidro no frasco contendo a levedura, entdo abriu-se o
erlenmeyer de um litro com agua de diluicdo e inseriu-se a mesma até um
volume por volta de 400 mL nesse mesmo frasco, homogeneizando-se a

levedura na medida do possivel com o auxilio do bastédo de vidro;

3) Para as fermentacbes descontinuas alimentadas com alimentacao
constante, abriu-se o0 Kitasato (fermentador), tarou-se e transferiu-se
guantitativamente a solucdo de levedura para este, completando em seguida

com agua autoclavada até a massa (MsojLeveduralnicial)-

3.2.1.8. Inicio da Fermentacao

1) Para as fermentacdes descontinuas e descontinuas alimentadas em
pulso, abriu-se o frasco de mel diluido, abriu-se o Kitasato vazio, tarou-se o
Kitasato na balanca e inseriu-se no mesmo o mel quantitativamente com auxilio

de &gua autoclavada;

2) Adicionou-se gquantitativamente com auxilio de agua autoclavada a
solucdo de levedura ao Kitasato com mel, e completou-se com &gua
autoclavada no Kitasato até a massa total de mosto (Mrotaimosto). DeVe-se tomar
cuidado em todas as transferéncias para nao ultrapassar o valor de massa total
de mosto;

3) Fechou-se o Kitasato com a rolha, homogeneizou-se a solucéo
agitando-o na medida do possivel, retirou-se o Kitasato da capela e levou-se
até o banho termostatico previamente ligado a 32°C (temperatura em que se

realizou todas as fermentacdes), retirando o algod&o da ponta da mangueira do
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Kitasato e emborcando-a em um béquer de um litro quase cheio de agua com

hipoclorito. Acionou-se o cronémetro, sinalizando-se o inicio da fermentacéo;

4) Para as fermentagBes descontinuas alimentadas com alimentacéo
constante, inseriu-se os dois erlenmeyers com mel em um segundo Kitasato
vazio com um filtro de ar na saida da mangueira, tampou-se com rolha e levou-
se os dois Kitasatos da capela até o ambiente onde a fermentacdo seria
executada, onde tinha-se montado o sistema de bombeamento composto de

mangueiras e bomba peristaltica;

5) Inseriu-se o Kitasato com levedura no banho termostatico com um
peso para que afundasse, e deixou-se o0 Kitasato com mel sobre uma balanca,
inserindo-se o sistema de bombeamento neste. Ligou-se a bomba praticamente
no minimo possivel de sua rotacdo e bombeou-se até que o mel atravessasse
todas as mangueiras, e aferiu-se a vazdo de mel com um cronémetro e uma

proveta;

6) Uma vez feito isso, acoplou-se a saida da vazao de mel no Kitasato
com a levedura, tarou-se a balanca e acionou-se o cronémetrro, dando inicio a
fermentacado. A balanca foi utilizada com o intuito de medir a massa de mel que
estava saindo do Kitasato, 0 que juntamente com o0 crondmetro permitia

monitorar a vazao de mel alimentada no fermentador.

A Figura 7 retrata os elementos utilizados para a realizacdo do ensaio
fermentativo na capela de fluxo laminar (a); e o fermentador acoplado no banho

termostatico com o mosto com processo de fermentacdo em desenvolvimento

(b).



(a) (b)
Figura 7: Instrumentos e Frascos Inseridos na Capela de Fluxo Laminar Antes
da Fermentacéo (a); Aspecto Visual do Fermentador Durante a Fermentacgao
(b); Fonte: O Autor

3.2.1.9. Retirada de Amostras

1) No inicio da fermentacdo, a cada hora para as fermentactes
descontinuas e a cada trinta minutos para as descontinuas alimentadas,
agitou-se o fermentador na medida do possivel e retirou-se amostras de mosto
com uma pipeta de vidro de 20 mL autoclavada. Utilizou-se uma pequena tocha
para flambar a pipeta antes e depois da coleta (a pipeta era devolvida para o
invllucro de papel em que foi autoclavada apdés o uso para coleta, apos
algumas coletas trocava-se de pipeta) e para manter na abertura do
fermentador enquanto se coletava a amostra em um tubo de ensaio. Coletou-
se amostras de (Vievam) de 20 mL para as fermentacbes com sacarose
previamente invertida e de 26 mL para fermentacdes sem a inverséo prévia da

mesma,

2) Inseriu-se o tubo de ensaio contendo o mosto em banho de agua com
gelo por um periodo de trés minutos, agitando-o dentro do banho para o melhor
resfriamento da amostra. Entdo, transferiu-se o mosto equitativamente para
dois tubos de centrifuga de 15 mL de fundo conico, fechou-se os tubos e

inseriu-se na centrifuga por oito minutos a 5000 rpm;

A Figura 8 apresenta a retirada de uma aliquota de mosto do
fermentador utilizando pipeta volumétrica (a); o mosto retirado inserido em
tubos de fundo cénico (b); e os tubos de fundo cénico inseridos em centrifuga

para centrifugacao (c).
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(a) (b) (©)

Figura 8: Amostra de Mosto Coletada do Fermentador (a); Amostra de Mosto
Colocada em Tubos de Fundo Cénico (b); Centrifuga Utilizada (c); Fonte: O
Autor

3) Retirou-se o tubo de fundo cénico da centrifuga e separou-se o
sobrenadante da massa celular despejando-se o sobrenadante em um tubo de
ensaio identificado, tampando-o com uma rolha perfurada e colocando-o no

banho de gelo;

4) A massa celular que ficou alojada no tubo de fundo cénico foi utilizada
para a leitura da concentragao celular (ver subitem 3.2.3.3.), porém antes foram
realizadas duas lavagens dessa levedura para retirar residuos de sobrenadante
qgue ainda ali permaneciam. Para realizar uma lavagem, ressuspendeu-se a
levedura no tubo em que se encontrava em 15 mL de agua destilada com
auxilio de uma haste metédlica e do agitador vortex e reinseriu-se o0 tubo na

centrifuga;

5) Por praticidade, as operacbes de lavagem eram feitas
simultaneamente a centrifugacdo do mosto. Dessa forma, colocou-se sempre
para centrifugar, juntamente com o mosto (Ultima amostra retirada) as amostras
de massa celular ressuspendidas da primeira lavagem da penultima amostra e

da segunda lavagem da antepenultima amostra. Ao terminar a centrifugacao,
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descartava-se a agua residual da pendltima e da antependltima amostra,
inseria-se 4gua destilada nos seis tubos de fundo coénico, guardava-se a
antependltima amostra em geladeira para posterior leitura da concentracdo
celular, e ressuspendia-se a levedura nos outros quatro tubos, colocando-se os

tubos no banho gelado até a préoxima retirada de amostra do fermentador.

A Figura 9 apresenta o aspecto visual dos tubos de fundo conico: apos
sair do processo de centrifugacdo (a); apds a retirada do sobrenadante dos
tubos e posterior insercdo de agua destilada (b); e apds ressuspensdo da

levedura na agua destilada (c);

(b)

Figura 9: Da Esquerda para Direita: Amostras de Mosto, da Primeira e da
Segunda Lavagens Retiradas da Centrifuga (a); Amostras de Mosto, da
Primeira e da Segunda Lavagens Ap6s Insercéo de Agua Destilada (b);

Amostras de Mosto e da Primeira Lavagem Ressuspendidas (c). Fonte: O

Autor

6) Nas fermentagbes descontinuas, fez-se a leitura do pH do
sobrenadante utilizando o pHmetro, devolvendo-o em seguida para o tubo de
ensaio em que tinha sido anteriormente inserido. Nas fermentacdes
descontinuas, por inviabilidade experimental, fez-se essas leituras das
amostras congeladas em um dia posterior ao da execucao da fermentagéo;

7) Com o sobrenadante, realizou-se a destilacdo de 10 mL do mesmo

em microdestilador (subitem 3.2.4.1.1.), congelando-se o destilado em freezer
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para posterior analise da concentracdo de etanol por cromatografia gasosa (ver
subitem 3.2.4.1.2.);

8) Apds o sucesso da microdestilacdo, inseriu-se o tubo de ensaio com o
resto do sobrenadante em banho com &agua fervente por um periodo de dez
minutos, retirando-o e congelando em freezer também, para posterior anéalise
das concentracbes de ART, (ver subitens 3.2.2.4., 3.2.2.5. e 3.2.2.3. para
amostras sem inversdo prévia e subitem 3.2.2.3. para amostras previamente
invertidas) e de AR e Sacarose para amostras sem inversdo prévia (ver
subitens 3.2.2.7. e 3.2.2.3.). Todas as analises de concentracdo celular,

concentracdo de acucar e concentracdo de etanol foram feitas em duplicata.

3.2.2. Medida da Concentracdo de AcUcares Redutores Totais (ART):
Andlise DNS

Para a andlise da quantidade de Acucares Redutores Totais (que sao
todos os monossacarideos e dissacarideos, com excecdo da sacarose), foi
utilizado o método DNS Modificado. O método DNS foi proposto primeiramente
por Samner (1921), e baseia-se na reducdo do Acido 3,5-Dinitrosalicilico (de
cor amarelada) a Acido 3-Amino-5-Nitrosalicilico a0 mesmo tempo em que o
grupo aldeido do acucar € oxidado a grupo carboxilico, com o desenvolvimento
de coloracdo avermelhada escurecida, lida em espectrofotdmetro a 540 nm. O
método modificado utilizado nesse trabalho é uma variacdo dos métodos
proposto por Samner (1921) e por Miller (1959) desenvolvida pelo Laboratério
Lawrence Berkeley (Universidade da Califérnia), no que se refere a preparacao
do reagente e a mudanca do comprimento de onda de leitura no
espectrofotometro de 540 nm para 600 nm, com uma modificacdo adicional de
diluicdo da amostra com agua apos o desenvolvimento da cor proposta por

Zanin & Moraes (1987), descrito também por Bergamasco et al (2000).

Além do Acido 3,5-Dinitrosalicilico, elemento-chave do funcionamento da
técnica por sua alteracdo de cor, outros elementos séo inseridos no preparo da
solugcdo que é utilizada no teste com fungBes especificas, dentre os quais
podemos citar: o Hidroxido de Sddio, para reduzir a acdo da glicose sobre o
Acido 3,5-Dinitrisalicilico; Fenol Comum, para intensificar a cor produzida;
Tartarato de Sédio e Potassio, para prevenir o reagente da acdo do oxigénio
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dissolvido; e Sulfito de Sdédio, para estabilizar a cor obtida na presenca do

Fenol Comum.

3.2.2.1. Preparacao da Solucédo de DNS
A preparacao da solugéo de DNS utilizada nesse trabalho foi realizada

por metodologia padronizada, a qual se apresenta no Apéndice A.4.

3.2.2.2. Obtencéo da Curva-Padrao da Solucéo de DNS
A metodologia de obtencdo da curva-padréao da solucdo de DNS

utilizada nesse trabalho é apresentada no Apéndice B.1.

3.2.2.3. Analise da Concentracdo de ART em uma Determinada Amostra

Para descobrir a concentracdo de ART (Sam) em uma determinada
amostra, utilizou-se a mesma metodologia aplicada para a confeccédo dos
pontos da curva-padrdo, porém ao invés de inserir os 0,5 mL de solucdo de
Glicose + Frutose que eram adicionados ao tubo de ensaio, inseriu-se 0,5 mL
da solucdo que se desejava aferir a concentragdo de ART. Contudo, é
necessario que a solucdo adicionada ao tubo de ensaio esteja com
concentracdo de ART entre 0 e 1 g ART/L (que € a amplitude da curva-padréo
obtida anteriormente a essa analise), quando ndo esteve dentro dessa faixa
(maioria dos casos), foi necessario realizar diluicbes até que a concentracdo de
ART caisse dentro desse intervalo. Para realizar uma diluicdo, adicionou-se um
volume de Solucédo (Vso) em um tubo de ensaio e em seguida adiciona-se um
volume de agua destilada (Vagua). Entdo tem-se um fator de diluicdo (FD), e
tem-se uma diluicdo (1:FD), sendo (FD) dado pela primeira parte da Equacao
50. Quando foi necessério realizar mais de uma diluicdo, o fator de diluicdo
final (FDrina) foi dado pela segunda parte da Equacao 55, sendo (j) o numero

de diluicdes realizado.

FD = VSol(mL)+VAgua(mL)
Vsor1(mL)

; FDpina1 = H]illeDi (55)

Sempre que se foi realizar uma analise de concentracdo de ART foi
necessario preparar um novo branco para zerar a leitura de absorbancia no
espectrofotdometro. Com base na leitura de absorbancia (Abs(600nm)am) obtida

para a amostra, obteve-se pela equacéo da curva-padréo (Equagéo 49) o valor
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da concentracdo de ART da amostra. Quando se realizou diluicbes, multiplicou-
se o valor de concentracdo obtido pelo fator de diluicdo (FDrina) utilizado. A
concentracdo de ART de uma amostra (Sam), sendo (Abs(600nm)am) a leitura
de absorbancia do espectrofotdmetro para a amostra pela analise DNS, é dada

na Equacao 56, portanto.

(Abs(600 nm)) m—DART
Sam (2) = ( 4 ) * FDpipng (56)

L AART

A Figura 10 mostra visualmente o resultado da anélise DNS a cada hora
de uma fermentacédo alcodlica realizada nesse trabalho.

| - | . - & .
Figura 10: Aspecto Visual do Resultado da Analise DNS a Cada Hora de Uma
Fermentacdo Alcodlica Realizada. Fonte: O Autor

3.2.2.4. Método de Invers&o da Sacarose por Hidrdlise Acida

Como dito no subtdpico 3.2.2., o método DNS néo € capaz de identificar
a sacarose presente em uma amostra, logo quando se deseja obter a
concentracdo total de acucares (ART) em uma amostra (incluindo a
concentracéo de sacarose), € necessario realizar a hidrolise das moléculas de
sacarose presentes nesta amostra, processo que é chamado de inversédo, e
que tém como produtos Glicose e Frutose, acUcares esses sim que Sdo
identificados pelo método DNS. O método de inverséo utilizado nesse trabalho
foi proposto por Falcone & Marques (1965), e é realizado pelo método

constante no Apéndice B.2.

3.2.2.5. Método de Inverséo da Sacarose Utilizando Invertase
O método que sera descrito esta sendo proposto nesse trabalho, e
consiste na descricdo apresentada no Apéndice B.3.
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3.2.2.6. Comparacdo dos Metodos de Inversdo da Sacarose por
Hidrélise Acida e Utilizando Invertase

1) Pesou-se em um béquer de 200 mL uma massa de 35,00 g de
Sacarose, solubilizou-se a mesma em cerca de 45 mL de agua destilada com
auxilio de um bastéo de vidro e um banho termostéatico a 38°C, e adicionou-se
quantitativamente a solucdo em um baldo volumétrico de 100 mL,

completando-se o baldo com agua destilada e homogeneizando-se;

2) Utilizou-se as técnicas de inversdo da sacarose por hidrélise acida
(subitem 3.2.2.4.) e por invertase (subitem 3.2.2.5.) seguidas da analise DNS
(subitem 3.2.2.3.) para obter a concentragdo experimental de ART (SgxparTBalz0)
para vinte amostras coletadas da solugcéao de sacarose do baléo (dez para cada
método de inversdo). Para encontrar a concentracdo de ART tedrica do baldo
(SteorarTBalz0), Utilizou-se a Equacdo 57, sendo a concentracdo de sacarose

tedrica no baldo (Steorsacsaizao) igual a 350 g/L nesse caso.

g ART\ _ g Sacarose 360 g ART
STeorARTBaléo 1 = STeorSacBaléo I )

) 67)

342 g Sacarose

3.2.2.7. Medida da Concentracdo de Sacarose em uma Amostra

Apos a leitura da Concentracdo de AcuUcares Redutores Totais (Sarr)
realizada com a técnica de inversdo por Hidrélise Acida (subitem 3.2.2.4) de
uma amostra, pegou-se uma aliquota de 0,5 mL da mesma amostra original
sem inverter, e simplesmente diluiu-se a mesma propriamente e fez-se a leitura
de sua concentracdo de AcuUcares Redutores (AR) (Sar) pela andlise DNS
(subitem 3.2.2.3.). Assim sendo, a concentracdo de Sacarose é dada pela

Equacéo 58.

Ssacarose (%) - (SART (%) — Sur (%)> ' (3603;261?c‘.g-|‘-1;'rut.) (58)

3.2.3. Medida da Concentracdo Celular

3.2.3.1. Curva-Padréo de Concentracéo Celular
O método de obtengdo da curva-padrdo de concentracdo celular
utilizado nesse trabalho foi o proposto por Olivo (1985), com algumas

pequenas modificacdes, e é apresentado no Apéndice B.4.
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3.2.3.2. Obtencéo da Porcentagem de Massa Seca da Levedura

3.2.3.2.1. Por Método Direto
O método direto utilizado nesse trabalho foi proposto por Ribbons &
Norris (1969) e foi realizado conforme apresentado no Apéndice B.5.

3.2.3.2.2. Por Método com Microfiltracao
O método utilizado para a obtencéo da porcentagem de massa seca da

levedura utilizando microfiltracédo esta detalhado no Apéndice B.6.

3.2.3.3. Medida da Concentracdo Celular Massa Seca de uma

Determinada Amostra

1) Pegou-se toda a massa de levedura que existia em um volume
conhecido de amostra (Vievam) € de concentracdo celular massa seca
desconhecida (Xuassasecaam) € transferiu-se quantitativamente com auxilio de
agua destilada para um baldo volumétrico de volume (VgaszoLev), agitando-se
bem o baldo com volume parcialmente preenchido para homogeneizacdo e

depois completando-o com 4gua destilada;

2) Agitou-se vigorosamente o baldo, retirou-se parte de seu volume em
um béquer e pipetou-se uma aliquota de solucéo rapidamente em um tubo de
ensaio identificado. Pipetou-se em seguida agua destilada no tubo
caracterizando uma diluicdo (1:FD.ey), fez-se a diluicdo de forma a se obter 5

mL de solucéo total no tubo de ensaio.

A Figura 11 mostra a etapa de transferéncia quantitativa da levedura
para o baldo volumétrico (a); uma série de amostras suspensas em baldes
volumétricos completos com agua destilada (b); e a diluicAo adicional

necessaria da levedura para leitura no espectrofotometro (c).
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(b) (c)
Figura 11: Transferéncia da Massa de Levedura Para Baldo Volumétrico (a);
Série de Amostras de Massas Celulares Suspensas em BalBes Volumétricos
(b); Diluicao da Solucéo dos Bal6es Volumétricos (c). Fonte: O Autor

3) Agitou-se o0 tubo de ensaio em agitador vortex, e rapidamente se
transferiu a solucdo para cubetas plasticas e fez-se a leitura da Absorbéancia
em 610 nm (Abs(610nm)aym) em Espectrofotbmetro Shimadzu, zerando o
espectro com agua destilada. O volume do baldo volumétrico e a diluicdo foram
escolhidos de forma a se obter no tubo de ensaio uma solugdo com
concentracdo celular massa Uumida (Xpimassaumida) €ntre 0 e 0,6 g/L (que é a
amplitude da curva-padrdo de massa celular obtida previamente). Com a leitura
de Absorbéncia (Abs(610nm)an) obtida, € possivel saber a concentracdo da
solugdo no tubo de ensaio (Xpimassaumida) P€la equacdo da curva-padréao
(Equacéo 70), e a Concentragcao Celular Massa Seca da Amostra (Xmassasecaam)
é dada pela Equagéo 59.

(Abs(610nm)) g;m—bce
g) ( aca m Cel)'FDLev'VBaléoLev(L)'%MassaSecaMicrof.

x (
MassaSecaAm \ | Vievam (L)

59)
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3.2.4. Medida da Concentracao de Etanol

3.2.4.1. Andlise da Concentracdo de Etanol de uma Determinada

Amostra

3.2.4.1.1. Microdestilacéo
Foi utilizado para a realizagdo da destilagdo um microdestilador da
marca TECNAL, modelo TE-012. O método para realizacdo da microdestilacédo

de uma amostra é apresentado no Apéndice B.7.

3.2.4.1.2. Cromatografia a Gas

Foi utilizado para a realizagdo das analises cromatograficas um
cromatografo da marca VARIAN, modelo 3300, utilizando coluna Porapag Q. O
injetor e detector do cromatografo foram mantidos a 120 °C e a coluna foi
mantida a 100 °C. Hélio foi utilizado como gas de arraste, numa vazao de 18,75
mL/min. A metodologia de analise cromatografica a gas de uma amostra €

apresentada no Apéndice B.8.

3.2.4.1.3. Concentragdo de Etanol com Resultado da Cromatografia a
Gas

Tendo em méos as areas (Aganol) © (AAgua), fOi necessario
primeiramente multiplicar os valores por fatores de correcdo (FCgtanol) €
(FCagua), que séo 0,64 e 0,55 respectivamente, obtendo valores corrigidos de
area (ACegtanol) € (ACagua). Com esses valores, foi possivel saber o valor da
Porcentagem Massica de Etanol (%wmaset), cOm essa porcentagem foi possivel
obter a Densidade da Solucéo de Etanol (psoiet), Sendo a Densidade do Etanol
Puro (Petwruro) 789 g/L e a Densidade da Agua Pura (paguapura) 1000 g/L. Com a
Porcentagem Massica de Etanol, a Densidade da Solucdo de Etanol e a
Eficiéncia da Microdestilacdo (Npest).(ver subitem 3.2.4.2.), obtém-se enfim o

valor da Concentracdo de Etanol P, pelas Equac¢des 60, 61 e 62.

Yomasee = ( ACktanol ) -100 (60)

ACEtanol +ACAgua
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Solucio 1
g0 )— 61)

pSOlEtanOI (L SOlu(}éO - <%MéSEt/g Etangl)> (100_%MéSEt)( gAgua )

100 \g Solucio 100 g Solugio

g Etanol
PEtPuro\ [ Etanol

] (g Agua)
p AguaPura\[ Agua

Y%MmasEt( g Etanol ) (g Solugéo)
(g Etanol) 100 \g Solucao) PSolEtanol\ [ gorucio

Média
Npest.
( 100>

3.2.4.2. Andlise da Precisdo da Cromatografia e da Eficiéncia da

L Solucao (62)

Destilacéo

1) Deixou-se em geladeira por algumas horas um frasco de solugéo de
Etanol Absoluto com pureza minima de 99,5% e &gua destilada. Pesou-se
rapidamente 24,12 g de solucdo de Etanol e transferiu-se quantitativamente
com auxilio da &agua destilada para um baldo volumétrico de 200 mL,
completando o baldo, homogeneizando-se e obtendo-se dessa forma uma

solugéo 120 g/L de Etanol;

2) Em tubos de ensaio com tampa de rosca, com uso de pipeta
automatica, preparou-se dez solu¢cbées de 10 mL com a Solucao de Etanol 120
g/L e agua destilada, sendo duas de cada de acordo com a Tabela 9, tentando

sempre preservar os liquidos o mais frio possivel para evitar evaporacdes de

Etanol.
Tabela 9: Preparacao das Soluc¢des de Etanol
Volume de " .
Amostra Solugéo de VI:())(I'-:usrt]inZc(ijae ('ﬁ‘flij)a Conc(er;ﬁ;agao
Etanol (mL) 9
1 2,0 8,0 24
2 4,0 6,0 48
3 6,0 4,0 72
4 8,0 2,0 96
5 10,0 0,0 120

3) Guardou-se na geladeira uma das baterias de amostra de 1 a 5, e
destilou-se a outra bateria de amostras no microdestilador, coletando-se o

destilado no mesmo tubo em que estava antes da destilacdo. Entdo fez-se a
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leitura da concentracdo de etanol por cromatografia gasosa das dez amostras.
Chamou-se a concentragéo de etanol tedrica obtida na pipetagem de (Ppeiricd),

e as concentracdes experimentais obtidas na cromatografia gasosa sem e com

microdestilacédo de (P

Exp.NDest Exp.Dest
Cromat ) e (P

cromat )» r€Spectivamente. Avaliou-se a
precisdo da cromatografia pela analise das amostras nao-destiladas pelo erro
experimental percentual da cromatografia %grocrom dado pela Equacéo 63, e a
eficiéncia da destilacdo com a andlise das amostras destiladas pelo valor de

eficiéncia percentual da destilagdo npesi, pela Equacgao 64.

61i Exp.NDest
O/ _ |nggzl‘§'g (g/L)_PCfgmates
OErroCrom — PTeérica(g /L)

Pesada

g
Ell). 100 (63)

PExp.Dest (g/L)

Cromat

Npest = pTedrica (g /L)

100 (64)

Pesada
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4. Resultados e Discusséao

4.1. Curva Padréo da Analise DNS

Foram preparadas no decorrer desse trabalho para anlise da
concentragdo de AcUcares Redutores Totais presente nas amostras coletadas
dois lotes de solucdo DNS, sendo o primeiro lote utilizado nas dez
fermentacdes descontinuas e o segundo nas cinco fermentacdes descontinuas
alimentadas. Nas Tabelas 44 e 45 e Figuras 67 e 68 no Apéndice C.1. se
encontram os dados experimentais utilizados para o ajuste da curva padrdo
que relaciona o valor de absorbancia lido no espectrofotdbmetro com a
concentracdo de glicose + frutose (ART) da solucédo padréo para os dois lotes

de DNS preparados.

Observou-se nas curvas-padrdes um bom valor de R2? obtido com
utilizacdo de regressao linear, o que indica um bom ajuste da curva-padréo
com esse modelo, que contudo se mostrou um pouco mais ineficiente no
intervalo entre 0 e 0,1 g/L de concentracdo de glicose+frutose, devendo-se
portanto evitar trabalhar nessa faixa de concentracdo. As equacdes de curvas-
padrao obtidas para os dois lotes de DNS produzidos foram:

Abs (600 nm) = 0,4864 - S (%) — 10,0260 R2 = 0,996 (1° Lote)

Abs (600 nm) = 0,4668 - S (%) —0,0207 R? = 0,996 (2° Lote)

4.2. Teste Comparativo dos Métodos de Inversdo por Hidrolise
Acida e por Invertase

A Tabela 46 no Apéndice C.2. mostra os resultados obtidos da analise
da concentracdo de ART de solu¢des de sacarose a 350 g/L previamente
preparadas apés a realizacdo da inversdo dessas amostras pelos métodos de
hidrolise acida e utilizando invertase. Aparentemente, observando os valores
obtidos pelas analises, as duas técnicas se mostraram bastantes eficientes na
inversdo da sacarose presente na solucdo. As relativas divergéncias
observadas podem ter ocorrido devido a viscosidade da solucdo de sacarose (0

que poderia interferir em parte na pipetagem da solucdo) e pequenos erros
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acumulados das diversas diluicbes que foram necessarias até a obtencao dos

valores finais.

4.3. Curva Padrao da Concentragédo Celular

Na Tabela 47 e na Figura 69 no Apéndice C.3. encontram-se os dados
experimentais que relacionam a concentracao celular em massa umida de uma
solucdo de levedura com os valores experimentais de absorbancia obtidos
experimentalmente por leitura no espectrofotbmetro, bem como o ajuste da

curva padréo de concentracdo celular com base nessa relagéo.

A partir de uma regressdo linear, obteve-se um 6timo R2? no ajuste,
considerando ainda que o mesmo foi feito com amostras em quadruplicata, isso
reforca 0 bom comportamento da curva-padrdo desenvolvida dentro do
intervalo analisado. A equacdo da curva-padrdo de massa celular obtida € a

seguinte:

Abs (610 nm) = 1,0913 * X 3 0ccatimida (gr) +0,0081 R% =0,9996

4.4. Célculo da Porcentagem de Massa Seca — Método Direto

A Tabela 48 no Apéndice C.4. mostra o calculo da porcentagem de
massa seca que compde a levedura que foi utilizada na realizacdo dos ensaios
de fermentagcdo constantes nesse trabalho, pelo método direto. Obteve-se o
valor médio de 31,9% para o método direto. O valor encontrado € similar aos
valores obtidos de 30,4% por Acorsi (2012) e de 31,1% por Olivo (1985).

4.5. Calculo da Porcentagem de Massa Seca - Método com
Microfiltracéo

Na Tabela 49, encontra-se o célculo da massa umida de fermento que
foi microfiltrada para a execucdo do método, na Tabela 50 encontra-se o
calculo utilizado para obter o valor da massa seca da membrana Millipore
utilizada na microfiltracdo e na Tabela 51 encontra-se o calculo realizado para
a obtencdo do valor de porcentagem de massa seca pelo método da
microfiltragdo. As Tabelas 49, 50 e 51 se encontram no Apéndice C.5. Obteve-
se o valor médio de 30,0% para o método com microfiltracao, valor similar ao

valor de 30,9% obtido por Bueno Netto (1982). As pequenas diferengas podem
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se apresentar por diferenca de cepas e lotes de fermento utilizados nos

diversos trabalhos.

Houve uma pequena diferenca dos valores obtidos pelos métodos direto
e com microfiltracdo nesse trabalho, que pode ter sido acarretada pela
presenca de algum composto adicionado ao fermento com alguma funcao

especifica que provavelmente passou pela microfiltracéo.

4.6. Teste da Precisdo da Cromatografia Gasosa e da Eficiéncia da
Destilacéo

A Tabela 52 no Apéndice C.6. mostra os resultados relativos ao teste de
precisdo de leitura da cromatografia a gas e da eficiéncia do microdestilador

em recuperar o etanol de uma amostra de concentracdo conhecida.

Observou-se um erro médio na precisdo da cromatografia de 4,2%, o
gue mostra que o0 equipamento tem uma precisdo aceitavel. As diferencas
também podem ter ocorrido devido a fatores como fracdo massica de etanol
levemente superior ou inferior a informada no rétulo do reagente, pequenos
erros de diluicdo e pequena perda por evaporacdo do etanol da solucdo da
preparacao até a leitura. Quanto a eficiéncia da destilacdo, observou-se o valor
de 89,2%, o que aparentemente indica que ao se destilar uma amostra no
microdestilador, perde-se o valor médio de 10,8% do etanol presente na
mesma. Logo, utilizou-se esse valor para realizar um ajuste das concentracdes

de etanol obtidas pelas analises cromatograficas realizadas.

4.7. Resultados das Fermentagf8es Descontinuas

4.7.1. Introduc&o dos Resultados das Fermentacdes Descontinuas

As Tabelas 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 23, 24 e 25 apresentam uma Ssérie
de informacdes relativas as amostras de mosto coletadas a cada hora do
fermentador nas fermentagcdes descontinuas de 1 a 10 realizadas,
respectivamente, dentre as quais se encontram: pH do mosto; pH da amostra
com a neutralizacdo da mesma apos a inversao da sacarose por hidrélise &cida
(somente para as fermentacdoes 1 a 6, sem inversdo prévia da sacarose); e
concentragdes de ART pelo método de hidrolise acida, de Etanol e Celular do

mosto.
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As Tabelas 11, 13, 15, 17, 19 e 21 apresentam uma série de
informacdes relativas as amostras de mosto coletadas a cada hora do
fermentador nas fermenta¢fes descontinuas de 1 a 6 (sem inverséo prévia da
sacarose) realizadas, respectivamente, dentre as quais se encontram:
Concentracdo de ART pelo método de inversdao utilizando invertase,
Concentragdao de AR e Concentragdo de Sacarose (obtida com base na
concentracdo de ART por hidrélise &cida e na concentragdo de AR) do mosto.

As Figuras 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 38, 40 e 42 apresentam os valores
de Concentracdo de ART e Etanol do mosto obtidos experimentalmente a cada
hora de fermentacdo para as fermentacbes descontinuas de 1 a 10,
respectivamente. Utilizou-se um modelo linear para descrever as curvas de
consumo de ART e producdo de Etanol nesses gréficos, e apresentaram-se

nas figuras as equacdes de reta obtidas com seus respectivos valores de R2.

As Figuras 13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 39, 41 e 43 apresentam os valores
de Concentracdo Celular do mosto obtidos experimentalmente a cada hora de
fermentacdo para as fermentacdes descontinuas de 1 a 10, respectivamente.
Apresentou-se nas figuras uma linha-base que representa a concentragao
celular massa seca inicial que se utilizou em todos os ensaios (15,0 g/L).

As Figuras 14, 18, 22, 26, 30 e 34 apresentam os valores de
Concentragdes de ART com inversdo da sacarose pelo método de hidrolise
acida, de AR e de Sacarose (com base nos valores de concentracdo de ART e
AR) obtidos experimentalmente a cada hora de fermentagdo para as
fermentacdes descontinuas de 1 a 6, respectivamente.

As Figuras 15, 19, 23, 27, 31 e 35 apresentam os valores de
Concentracfes de ART com inversdo da sacarose pelo método de hidrolise
acida e pelo método utilizando enzima invertase obtidos experimentalmente a
cada hora de fermentacdo para as fermentacbes descontinuas de 1 a 6,

respectivamente.



4.7.2. Fermentacdo 1 — Resultados

63

Tabela 10: pH do Mosto, pH Apés a Neutralizagéo na Invers&o por Hidrélise Acida e
Concentracfes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da Fermentacéo 1

Tempo oH pH Conce_ntrrf\g_éo Concentracdo Concentracao
h) Mosto Hidr.  ART Hidrdlise de Etanol Celular Massa
Acida Acida (g/L) (g/L) Seca (g/L)
0,05 5,14 5,42 151 0,00 5,69
1,10 4,87 5,69 126 8,88 10,2
2,35 4,87 6,01 83,2 25,8 8,22
3,25 4,89 5,39 46,9 42,0 15,1
4,20 4,88 5,90 14,1 47,4 10,9
5,10 4,85 5,76 1,98 51,8 10,1
6,20 4,90 6,39 0,98 52,1 9,14
7,20 4,90 4,97 1,32 54,0 8,39
8,20 4,90 5,48 1,41 54,3 8,42
180
160
140 y =-33,734x + 157,61
R? = 10,9938
= 120
B0 y = 12,292x - 1,9481
ol R2 = 0,9834
8 80 ® ART
§ 60 B Etanol
c
S 40
20
0
-20 9
Tempo (h)

Figura 12: Variagdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentacdo 1
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Figura 13: Variacdo da Concentracdo Celular com o Tempo na Fermentacéo 1
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Tabela 11: Variacdo das Concentracbes de ART com Inversao por Invertase, de AR e
de Sacarose com o0 Tempo para a Fermentacao 1

Concentracéo Concentracio Concentracéo
Tempo (h) ART Invertase AR (g/L;; de Sacarose
(g/L) (g/L)
0,05 152 109 39,7
1,10 132 129 0,00
2,35 85,8 83,0 0,22
3,25 46,0 41,8 4,81
4,20 22,5 16,0 0,00
5,10 1,67 1,73 0,24
6,20 191 1,68 0,00
7,20 0,89 0,94 0,36
8,20 0,88 1,32 0,09
160
140
_ 120
3 100 |
@ 80 —e—ART
E 60 ~>—AR
[}
£ 40 3 )
o
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (h)

Figura 14: Variacdo das Concentracdes de ART, AR e Sacarose Com o Tempo na
Fermentacgéo 1
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Figura 15: Comparac&o das Inversées por Hidrolise Acida e por Invertase na Fermentag&o 1
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Tabela 12: pH do Mosto, pH Apés a Neutralizagéo na Invers&o por Hidrélise Acida e
Concentracbes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da Fermentacéo 2

Tempo oH pH Conce_ntrrf\g_éo Concentracdo Concentracao
h) Mosto Hidr.  ART Hidrdlise de Etanol Celular Massa
Acida Acida (g/L) (g/L) Seca (g/L)
0,05 5,29 5,26 195 0,00 15,8
1,30 5,01 5,69 172 11,8 14,8
2,35 4,92 6,32 134 25,5 17,3
3,35 4,91 5,67 102 40,2 20,0
4,45 4,88 5,87 65,0 51,7 20,0
5,50 4,89 5,42 36,0 64,7 20,3
6,45 4,90 6,01 4,17 72,0 20,8
7,55 4,94 5,33 2,26 76,0 18,8
8,70 4,95 5,98 2,41 74,0 14,0
9,70 4,97 5,74 1,99 71,6 16,8
250
y =-30,739x + 204,39
200 R2 =0,9962
3 150 y =11,718x - 1,3337
S R? = 0,9955
S 100 ® ART
§ B Etanol
S 50
(]
0 ®
10
-50
Tempo (h)

Figura 16: Variacdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentacdo 2
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Figura 17: Variacdo da Concentracdo Celular com o Tempo na Fermentagéo 2
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Tabela 13: Variacdo das Concentractes de ART com Inversao por Invertase, de AR e
de Sacarose com o Tempo para a Fermentagédo 2

Concentracéo Concentrac&o Concentracéo
Tempo (h) ART Invertase AR (g/L) de Sacarose
(9/L) (g/L)
0,05 200 142 50,8
1,30 173 171 0,49
2,35 139 133 1,39
3,35 106 99,8 2,33
4,45 70,6 59,4 5,37
5,50 37,4 38,7 0,00
6,45 3,91 5,08 0,00
7,55 2,31 2,16 0,10
8,70 1,78 2,30 0,10
9,70 2,06 2,07 0,00
250
200
S 150
:§ —o—ART
§ 100 —3—AR
(=4
g 5 =5
(]
0
(f 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
50
Tempo (h)

Figura 18: Variacdo das Concentra¢gfes de ART, AR e Sacarose Com 0 Tempo ha
Fermentacgéo 2
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Figura 19: Comparac&o das Inversées por Hidrolise Acida e por Invertase na Fermentag&o 2
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Tabela 14: pH do Mosto, pH Apds a Neutralizagéo na Invers&o por Hidrélise Acida e
Concentracbes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da Fermentacéo 3

Tempo oH pH Conce_ntrrf\g_éo Concentracdo Concentracao
h) Mosto [—hplr. ART.HIdrOHSG de Etanol Celular Massa
Acida Acida (g/L) (g/L) Seca (g/L)
0,10 511 6,20 199 0,0 13,0
1,20 4,82 4,54 174 10,3 21,8
2,05 4,75 6,03 133 20,5 18,1
3,05 4,71 7,37 106 32,5 15,8
4,15 4,77 6,95 65,6 43,7 12,0
5,25 4,77 7,94 26,8 52,4 18,3
6,50 4,81 4,67 2,08 67,5 20,1
8,15 4,86 4,63 1,96 68,3 28,0
9,20 4,87 6,88 2,21 65,5 28,4
250
y = -30,534x + 195,81
200 Rz =0,9889

2 150 y= 102,4_68x -0,8741

e R?=0,9972

‘g 100 ® ART

E B Etanol

§ 50

o

Figura 20: Variagdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentacdo 3
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Figura 21: Variacdo da Concentracdo Celular com o Tempo na Fermentacéo 3
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Tabela 15: Variacdo das Concentractes de ART com Inversao por Invertase, de AR e
de Sacarose com o Tempo para a Fermentagdo 3

Concentracéo Concentracio Concentracéo
Tempo (h) ART Invertase AR (g/L;; de Sacarose
(g/L) (g/L)
0,10 199 180 17,9
1,20 172 163 10,5
2,05 138 136 0,00
3,05 99,0 96,2 9,02
4,15 54,4 56,3 8,82
5,25 21,3 22,5 4,01
6,50 2,13 2,10 0,00
8,15 1,91 2,32 0,00
9,20 2,46 1,97 0,23
250
200
% 150
S —e—ART
§ 100 ——AR
c
[}
2 o =S
(]
0
T 2 4 6 8 10
-50 Tempo (h)

Figura 22: Variacdo das Concentracdes de ART, AR e Sacarose Com o Tempo na

Fermentacgéo 3
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Figura 23: Comparac&o das Inversées por Hidrolise Acida e por Invertase na Fermentac&o 3
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Tabela 16: pH do Mosto, pH Apés a Neutralizagéo na Invers&o por Hidrélise Acida e
Concentracbes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da Fermentacéao 4

pH Concentracdo Concentracao Concentragao

Te(rrr:)po Mgls_lto [—Iidr. ART Hidrolise de Etanol Celular Massa
Acida Acida (g/L) (g/L) Seca (g/L)
0,05 5,21 5,66 201 3,26 8,68
1,15 5,10 5,30 171 5,50 13,8
2,05 4,99 5,48 140 8,41 15,3
3,05 4,92 4,95 132 10,6 14,5
4,00 4,87 4,82 125 13,2 15,4
5,15 4,72 5,23 110 17,6 16,5
6,25 4,60 4.84 99,6 21,3 15,4
7,55 4.47 5,13 82,3 249 15,9
8,65 4,38 5,22 64,1 29,5 17,4
210 b
y =-14,18x + 184,57
180 R2=0,9525
= 150
o y = 3,0669x + 2,0243
2 120 R? = 0,9937
g 90 ® ART
§ o M Etanol
30

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tempo (h)

Figura 24: Variagdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentacdo 4
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Variagdo da Concentragcdo Celular com o Tempo na Fermentagéo 4
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Tabela 17: Variacdo das Concentracbes de ART com Inversao por Invertase, de AR e
de Sacarose com o0 Tempo para a Fermentacao 4

Concentracéo Concentrac&o Concentracéo
Tempo (h) ART Invertase AR (g/L) de Sacarose
(g/L) (g/L)
0,05 193 105 91,3
1,15 169 159 11,5
2,05 140 129 10,3
3,05 129 118 12,8
4,00 126 117 7,46
5,15 114 99,1 10,8
6,25 102 94,0 5,30
7,55 76,7 78,9 3,18
8,65 69,0 60,5 3,44
250
__200
3
8 150
s —e—ART
§ 100 ¢ ——AR
c
8 5 —¥=5
0
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tempo (h)

Figura 26: Variacdo das Concentracdes de ART, AR e Sacarose Com o Tempo na
Fermentacgéo 4
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Figura 27: Comparac&o das Inversdes por Hidrolise Acida e por Invertase na Fermentacéo 4
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Tabela 18: pH do Mosto, pH Apos a Neutralizaco na Inverséo por Hidrolise Acida e
Concentracbes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da Fermentacéo 5

Tempo oH pH Conce_ntrrf\g_éo Concentracdo Concentracao
h) Mosto Hidr.  ART Hidrdlise de Etanol Celular Massa
Acida Acida (g/L) (g/L) Seca (g/L)
0,10 512 5,60 263 0,00 14,6
1,70 4,97 5,25 229 13,0 14,7
2,75 4,97 5,38 205 26,6 14,2
3,75 4,90 5,34 174 32,6 15,8
5,15 4,93 5,61 133 44,6 17,4
6,45 4,95 5,40 99,4 56,5 15,6
7,60 4,97 5,16 77,8 69,5 16,0
9,25 4,98 5,50 56,4 84,3 18,1
300
=-24,054x + 265,07
220 Y R = 0.0885

3 200 y =9,2073x - 1,3865

° 150 Rz =0,9976

S ® ART

§ 100 B Etanol

c

S 50

Figura 28: Variacdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentacdo 5
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Figura 29: Variacdo da Concentracdo Celular com o Tempo na Fermentagéo 5
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Tabela 19: Variacdo das Concentracfes de ART com Inversao por Invertase, de AR e
de Sacarose com o0 Tempo para a Fermentacao 5

Concentracéo Concentracio Concentracéo
Tempo (h) ART Invertase AR (g/L;; de Sacarose
(g/L) (g/L)
0,10 281 205 54,6
1,70 228 228 0,65
2,75 212 200 4,35
3,75 171 167 6,47
5,15 132 127 5,48
6,45 99,3 97,8 1,56
7,60 76,2 74,2 3,35
9,25 51,7 50,0 6,15
300
250
g 200
3 150 —o—ART
©
£ )
S 5o lli
0
0 2 4 6 8 10
-50
Tempo (h)

Figura 30: Variacdo das Concentra¢gfes de ART, AR e Sacarose Com 0 Tempo ha
Fermentagéo 5
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Figura 31: Comparac&o das Inversées por Hidrolise Acida e por Invertase na Fermentac&o 5
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Tabela 20: pH do Mosto, pH Apés a Neutralizagéo na Invers&o por Hidrélise Acida e
Concentracbes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da Fermentacéo 6

Tempo oH pH Conce_ntrrf\g_éo Concentracdo Concentracao
h) Mosto Hidr.  ART Hidrdlise de Etanol Celular Massa
Acida Acida (g/L) (g/L) Seca (g/L)
0,00 5,14 4,90 267 0,00 20,7
1,20 4,98 4,94 267 6,27 13,9
2,20 4,96 4,92 264 13,1 12,2
3,30 4,89 5,35 - 25,3 15,7
4,50 4,89 4,88 234 38,4 10,7
5,60 4,89 6,33 167 44,5 17,7
6,60 4,90 5,41 102 58,4 20,2
7,60 4,90 5,76 62,5 69,1 16,9
8,75 4,92 6,07 43,5 76,9 17,4
10,20 4,96 5,58 27,2 82,0 16,8
11,35 4,97 6,06 8,05 98,0 16,0
12,45 4,97 6,46 2,64 90,4 18,5
300
250
° y =-22,838x + 266,78

= 200 R2=0,8743

% y = 8,8424x - 2,7067

S 150 R2 = 0,9882 ——ART

g 100 B Etanol

g

o 50

Figura 32: Variagdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentacdo 6
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Figura 33: Variacdo da Concentracdo Celular com o Tempo na Fermentagéo 6
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Tabela 21: Variacdo das Concentracbes de ART com Inversao por Invertase, de AR e
de Sacarose com o Tempo para a Fermentagdo 6

Concentracéo Concentracio Concentracéo
Tempo (h) ART Invertase AR ( /L;; de Sacarose
(g/L) J (g/L)
0,00 267 223 41,6
1,20 267 234 31,2
2,20 258 - -
4,50 235 - -
5,60 161 - -
6,60 91,3 80,9 19,7
7,60 58,3 54,4 7,71
8,75 39,4 37,2 6,04
10,20 25,3 26,7 0,527
11,35 1,17 5,18 2,73
12,45 2,53 2,49 0,14
300
__250
< D
B 500
2
& 150 —e—ART
$ 100 —%—AR
c
S 50 —H=5
0
0 5 10 15
Tempo (h)

Figura 34: Variacdo das Concentragfes de ART, AR e Sacarose Com 0 Tempo ha
Fermentacéo 6
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Figura 35: Comparagéo das Inversdes por Hidrélise Acida e por Invertase na Fermentacéo 6
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Tabela 22: pH do Mosto e Concentracdes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da

Fermentacéo 7

pH Concentracdo Concentracéo Concentragao
Tempo (h) Celular Massa
Mosto ART (g/L) de Etanol (g/L) Seca (g/L)
0,10 511 149 0,00 19,1
1,00 4,97 127 8,71 12,6
2,00 4,93 106 22,8 11,5
3,00 4,99 67,7 37,4 20,3
4,00 5,04 34,1 51,6 18,3
5,10 5,02 5,49 63,7 22,0
6,05 5,08 2,49 62,1 25,1
7,05 5,09 2,58 55,9 12,8
8,00 5,06 2,31 61,6 19,1
9,00 5,08 2,13 61,3 12,6
180
160
y =-29,42x + 156,12
140 R? = 0,9924
= 120
B ° y =13,144x - 2,6361
o 100 R2=0,9971
S 80 © ART
c
2 60 B Etanol
S
O 40
20
0
-20 10
Tempo (h)

Figura 36: Variagdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentagéo 7
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Figura 37: Variacdo da Concentracdo Celular com o Tempo na Fermentagéo 7

4.7.9. Fermentacao 8 — Resultados

Tabela 23: pH do Mosto e Concentragdes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da
Fermentacédo 8

Tempo (h) pH Concentracdo  Concentragéo ggm;sm\ﬁzig
Mosto ART (g/L) de Etanol (g/L) Seca (g/L)
0,05 5,20 214 0,00 9,05
1,00 5,03 214 0,00 12,9
2,05 5,02 188 11,0 12,8
3,05 5,02 175 17,9 13,2
4,00 5,02 152 24,7 17,1
5,05 5,01 126 33,9 16,4
6,00 5,00 113 39,7 16,5
7,00 5,08 89,9 48,0 15,4
8,00 5,08 73,8 56,6 15,6
9,00 5,09 58,8 64,5 17,4
10,05 5,09 44,0 78,2 16,9
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Figura 38: Variagéo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentagéo 8
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4.7.10. Fermentacéo 9 — Resultados

Tabela 24: pH do Mosto e Concentracdes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da
Fermentacéo 9

Tempo (h) pH Concentracdo Concentracéo gg{:fzplt\ﬁig
Mosto ART (g/L) de Etanol (g/L) Seca (g/L)
0,05 4,75 214 0 19,9
1,05 4,70 214 0 20,2
2,00 4,63 195 11,8 21,1
3,05 4,62 173 21,1 21,6
4,05 4,60 154 29,8 21,0
5,10 4,60 137 36,6 22,1
6,55 4,62 116 42,1 23,7
7,55 4,63 102 48,4 23,4
8,55 4,64 89,7 54,9 22,8
9,55 4,64 76,1 54,8 23,1
10,65 4,66 71,9 55,8 24,8
11,65 4,67 63,0 63,0 26,0
12,65 4,68 58,3 67,0 24,1

250

y =-13,628x + 214,35
R2=0,9744

200

y =5,4426x + 2,8374
R2=0,9572

150

® ART
100

M Etanol

Concentragdo (g/L)

50

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)

Figura 40: Variacdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentacdo 9
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Figura 41: Variacdo da Concentracdo Celular com o Tempo na Fermentagéo 9

4.7.11. Fermentacado 10 — Resultados

Tabela 25: pH do Mosto e Concentracdes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da
Fermentacédo 10

Tempo (h) pH Concentracdo Concentracéo ggﬁg:ﬂgﬁig
Mosto ART (g/L) de Etanol (g/L) Seca (g/L)
0,05 4,90 269 0 17,2
1,05 4,79 261 0 12,1
2,05 4,82 - 2,98 8,76
3,05 4,84 249 9,77 17,9
4,05 4,81 232 16,0 9,18
5,05 4,82 216 22,9 7,03
6,15 4,82 187 28,5 13,9
7,05 4,85 182 36,4 10,0
8,10 4,88 170 39,7 11,8
9,20 4,82 161 43,5 16,4
11,10 4,86 144 50,7 15,0
12,10 4,85 128 53,5 14,2
13,25 4,86 121 61,8 15,3

14,40 4,89 112 69,8 14,5
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Figura 42: Variacdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentagéo 10
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Figura 43: Variacdo da Concentragéo Celular com o Tempo na Fermentagéo 10
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4.8. Resultados das Fermentacdes Descontinuas Alimentadas com

Alimentac&o de Mel em Pulsos

4.8.1. Introducdo dos Resultados das Fermentacdes Descontinuas

Alimentadas com Alimentacdo em Pulsos

As Tabelas 26, 29 e 32 apresentam uma série de informacdes relativas
as amostras de mosto coletadas a cada trinta minutos do fermentador nas
fermentacdes descontinuas alimentadas com alimentagdo em pulsos de 11 a
13 realizadas, respectivamente, dentre as quais se encontram: pH do mosto;
pH da amostra com a neutralizacdo da mesma ap0s a inversao da sacarose
por hidrélise acida (somente para as fermentacdes 11 e 12, sem inversao
prévia da sacarose); e concentracdes de ART pelo método de hidrélise acida,
de Etanol e Celular do mosto. Foram utilizadas linhas pretas no interior da

tabela com o intuito de separar as trés inser¢cdes de mel realizadas.

As Tabelas 27 e 30 apresentam uma série de informacgdes relativas as
amostras de mosto coletadas nas fermentacdes descontinuas alimentadas com
alimentacdo em pulsos 11 e 12 (sem inversdo prévia da sacarose) realizadas,
respectivamente, dentre as quais se encontram: Concentragdo de ART pelo
método de inversdo por hidrélise acida, Concentracdo de AR e Concentracdo
de Sacarose (obtida com base na concentracdo de ART por hidrdlise acida e
na concentracdo de AR) do mosto. Para a fermentacdo 12 analisou-se apenas

as primeiras amostras de mosto apds as insercées de mel no fermentador.

As Tabelas 28, 31 e 33 apresentam uma série de informacgdes relativas
as amostras de mosto coletadas a cada trinta minutos do fermentador nas
fermentacdes descontinuas alimentadas com alimentacdo em pulsos de 11 a
13 realizadas, respectivamente, e foram obtidas utilizando o modelo unificado
proposto nesse trabalho com base nos valores apresentados nas tabelas 20,
23 e 26, respectivamente. Dentre estas informagbes se encontram as

concentracdes de ART pelo método de hidrélise acida e de Etanol do mosto.

As Figuras 44, 48 e 51 apresentam os valores de Concentracdo de ART
e Etanol do mosto obtidos experimentalmente a cada trinta minutos de

fermentacdo para as fermentacdes descontinuas alimentadas com alimentacao
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em pulsos de 11 a 13, respectivamente. Utilizou-se um modelo linear para
descrever as curvas de consumo de ART e produc¢do de Etanol nesses graficos
para as trés inser¢gdes de mel realizadas, e apresentaram-se nas figuras as

equacdes de reta obtidas com seus respectivos valores de R2.

As Figuras 45, 49 e 52 apresentam os valores de Concentracdo Celular
do mosto obtidos experimentalmente a cada trinta minutos de fermentacéo
para as fermenta¢Bes descontinuas alimentadas com alimentacdo em pulsos
de 11 a 13, respectivamente. Apresentou-se nas figuras uma linha-base que
representa a concentracdo celular massa seca inicial que se utilizou em todos

0s ensaios (15,0 g/L).

A Figura 46 apresenta os valores de Concentracbes de ART com
inversdo da sacarose pelo método de hidrélise acida, de AR e de Sacarose
(com base nos valores de concentracdo de ART e AR) obtidos
experimentalmente a cada trinta minutos de fermentacéo para a fermentacéo

descontinua alimentada com alimentacdo em pulsos 11.

As Figuras 47, 50 e 53 apresentam os valores de Concentracdo de ART
e Etanol do mosto obtidos experimentalmente a cada trinta minutos de
fermentacado para as fermentagfes descontinuas alimentadas com alimentagéo
em pulsos de 11 a 13, respectivamente, e foram plotados com base nos
valores apresentados nas Tabelas 22, 25 e 27, respectivamente, tabelas essas
obtidas utilizando o modelo unificado proposto nesse trabalho Utilizou-se um
modelo linear para descrever as curvas de consumo de ART e producao de
Etanol nesses graficos, e apresentaram-se nas figuras as equacdes de reta

obtidas com seus respectivos valores de R2.
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4.8.2. Fermentacdo 11 — Resultados

Tabela 26: pH do Mosto, pH Apés a Neutralizagéo na Invers&o por Hidrélise Acida e
Concentracbes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da Fermentacéo 11

pH Concentracdo Concentracao Concentragcao

Terrr:po Mth Hidr. ART Hidrdlise de Etanol Celular Massa

(h) OSI0 Acida  Acida (g/L) (/L) Seca (g/L)
0,05 5,00 5,02 62,1 0 14,1
0,50 4,75 4,87 49,2 6,85 15,0
1,00 4,69 5,34 37,1 12,6 15,7
1,50 4,70 5,13 22,2 18,4 16,7
2,00 4,70 5,57 7,83 22,4 16,7
2,65 4,75 4,93 4,78 26,0 19,4
3,00 4,71 4,94 4,69 28,4 18,2
3,45 4,74 5,17 36,1 26,0 18,0
4,05 4,73 5,41 13,8 32,5 18,8
4,60 4,81 5,00 6,42 38,2 18,8
5,05 4,78 5,39 5,85 38,2 19,5
5,55 4,79 551 5,92 38,2 20,6
6,20 4,80 5,69 41,7 39,5 20,1
6,70 4,78 5,07 28,9 45,3 21,3
7,20 4,78 5,31 17,6 47,5 21,9
7,70 4,77 5,28 8,88 53,3 21,8
8,20 4,83 5,50 7,38 56,5 24,2
8,75 4,83 5,18 7,55 52,1 21,9

70 y =-27,558x + 63,698 | |y =-25,752x + 122,2| |y =-22,182x + 178,53

R2 = 0,9983 R2 = 0,946 R2 = 0,9965
60 y =11,45x + 0,3989| |y = 10,49x - 9,9231 y =8,8359x - 15,051
Rz =0,9909 R2 = 0,9999 R2 30,9728
N

50
5
18 40
Y °
g 20 ® ART
§ M Etanol
o

20

o
10
0
0 2 4 6 8 10
Tempo (h)

Figura 44: Variacdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentagéo 11
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Figura 45: Variacdo da Concentragéo Celular com o Tempo na Fermentacéo 11

Tabela 27: Variacdo das Concentracdes de ART com Inversao por Invertase, de AR e
de Sacarose com o Tempo para a Fermentagcédo 11

Concentracéo Concentrag&o Concentracéo
Tempo (h) ART Hidrolise AR (g/L) de Sacarose

Acida (g/L) (g/L)
0,05 62,1 60,2 1,82
0,50 49,2 48,3 0,795
1,00 37,1 36,7 0,312
1,50 22,2 21,7 0,462
2,00 7,83 7,41 0,397
2,65 4,78 3,59 1,13
3,00 4,69 3,49 1,14
3,45 36,1 35,3 0,759
4,05 13,8 13,2 0,494
4,60 6,42 5,45 0,923
5,05 5,85 4,73 1,06
5,55 5,92 4,95 0,920
6,20 41,7 36,7 4,72
6,70 28,9 28,0 0,860
7,20 17,6 17,0 0,648
7,70 8,88 9,38 0
8,20 7,38 5,94 1,37
8,75 7,55 5,96 1,51
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Figura 46: Variacdo das Concentracdes de ART, AR e Sacarose Com o Tempo na
Fermentagéo 11

Tabela 28: Andlise dos Trés Pulsos de Mel Adicionados em Modelo Unificado Para a
Fermentacdo 11

Tempo (h) Concentragcao ART Concentracao Etanol
(Q/L) (g/L)
0,05 126 0
0,50 113 6,85
1,00 101 12,6
1,50 85,7 18,4
2,00 71,4 22,4
2,65 49,0 28,9
3,15 41,7 34,7
3,70 28,9 40,5
4,20 17,6 42,7

4,65 8,88 48,5
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Figura 47: Variacdo das Concentragfes de ART e Etanol com o Tempo em Modelo Unificado
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4.8.3. Fermentacdo 12 — Resultados
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Tabela 29: pH do Mosto, pH Apés a Neutralizagéo na Invers&o por Hidrélise Acida e
Concentracbes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da Fermentacéo 12

Tempo pH pH Conce_ntrrf\g_éo Concentracdo Concentracao
h) Mosto Hidr.  ART Hidrdlise de Etanol Celular Massa
Acida Acida (g/L) (g/L) Seca (g/L)
0,05 5,37 4,95 42,5 0 14,9
0,65 4,80 5,08 29,2 5,44 15,5
1,00 4,79 6,13 20,4 10,8 16,6
1,55 4,68 6,04 7,83 15,2 17,3
2,05 4,71 5,85 3,34 19,0 17,1
2,60 4,80 5,53 2,77 18,5 24,9
2,90 4,95 5,25 92,1 18,3 21,1
3,45 4,87 5,16 55,4 26,5 18,4
4,00 4,88 5,32 41,0 31,0 18,7
4,70 4,88 5,69 27,6 35,5 20,3
5,20 4,82 5,83 16,3 38,3 19,9
5,75 4,89 6,81 10,6 40,5 20,1
6,25 4,91 4,81 8,05 43,3 20,1
6,50 4,95 5,57 71,5 53,1 19,9
7,00 4,90 4,97 70,8 53,2 20,9
7,50 4,91 5,49 55,0 57,9 21,2
8,00 4,92 5,38 44,4 61,2 21,2
8,55 4,92 5,46 35,5 65,6 21,9
9,10 4,91 5,61 27,0 69,7 21,5
9,75 4,91 5,10 17,2 72,3 20,6
10,90 4,92 5,16 12,8 75,8 28,4
100 | |y =-23,352x + 43,54 |y =-23,456x + 143,99 y =-18,081x + 191,83
R2 = 0,9994 R? = 0,8963 R2 = 0,9807
y = 10,476x - 0,4848| |y =7,0364x + 0,9205 y = 6,5897x + 8,6991
80 R? = 0,9902 R? = 0,9581 R2 = 0,9808
(J
= 60
3
2
g 40 ® ART
§ W Etanol
c
S 20
0
2 10 12
-20
Tempo (h)

Figura 48: Variacdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentacdo 12
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Figura 49: Variacéo da Concentragéo Celular com o Tempo na Fermentagéo 12

Tabela 30: Variacdo das Concentragbes de ART com Inversdo com Invertase, de AR e
de Sacarose com o Tempo para a Fermentagéo 12

Concentracéo Concentrag&o Concentracéo

Tempo (h) ART Invertase AR (g/L) de Sacarose
(glL) o (glL)
0,05 42,5 45,7 0,00
2,90 91,8 89,9 1,81
6,50 71,5 60,4 10,6

Tabela 31: Andlise dos Trés Pulsos de Mel Adicionados em Modelo Unificado Para a

Fermentacdo 12

Concentracdo ART

Concentracao Etanol

Tempo (h) (/L) (glL)
0,05 190 0
0,65 177 5,44
1,00 168 10,8
1,50 156 15,2
2,10 119 25,9
2,65 104 30,4
3,30 91,0 34,8
3,85 79,8 37,7
4,35 74,1 39,9
4 .85 71,5 427
5,35 70,8 42,7
5,85 55,0 47 .4
6,35 44 4 50,7
6,90 355 55,2
7,45 27,0 59,2
8,05 17,2 61,8
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Figura 50: Variacéo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo em Modelo Unificado
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4.8.4. Fermentacdo 13 — Resultados
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Tabela 32: pH do Mosto e Concentracdes de ART, Etanol e Celular no Decorrer da
Fermentacéo 13

Tempo (h) pH Concentracdo Concentracéo gglﬁzm\ﬁzig
Mosto ART (g/L) de Etanol (g/L) Seca (g/L)
0,05 4,96 40,0 0 15,7
0,55 4,71 27,3 6,81 18,4
1,10 4,67 16,6 11,6 14,2
1,60 4,66 3,27 16,5 20,0
2,05 4,78 3,92 18,2 20,8
2,65 4,80 2,70 19,9 27,4
2,95 4,77 68,8 19,3 17,4
3,55 4,84 51,9 25,3 17,2
4,05 4,81 40,9 31,8 19,7
4,60 4,79 24,4 35,8 20,8
5,10 4,77 12,2 40,5 20,7
5,65 4,78 8,59 40,7 20,8
6,15 4,83 7,43 41,1 24,9
6,50 4,84 80,3 43,9 22,4
7,05 4,84 59,9 51,1 21,2
7,55 4,83 50,1 55,7 22,5
8,00 4,82 41,4 58,6 24,2
8,50 4,82 34,0 62,5 24,0
9,05 4,82 25,3 67,2 23,6
9,75 4,86 18,0 68,9 22,6
10,60 4,87 12,8 74,5 27,5
90 |y =-23,416x +40,806| |y =-26,071x + 145,33 |y = -15,828x + 172,68
R2=0,9963 R2=0,9991 R2=0,9362
%0 y =10,503x + 0,1826 ||y = 9,7977x - 9,1’75' y
70 R2 = 0,9888 R2 = 0,9907
S 60
o8
15 50
% 10 u ® ART
e W Etanol
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Figura 51: Variacdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo na Fermentagdo 13
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Figura 52: Variacéo da Concentragéo Celular com o Tempo na Fermentagéo 13
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Tabela 33: Analise dos Trés Pulsos de Mel Adicionados em Modelo Unificado Para a

Fermentacdo 13

Tempo (h)

Concentracdo ART

Concentracao Etanol

(g/L) (g/L)
0,05 174 0
0,55 161 6,81
1,10 150 11,6
1,60 137 16,5
2,20 120 25,2
2,65 109 31,8
3,25 92,6 35,7
3,75 80,3 40,5
4,30 59,9 47,8
4,80 50,1 52,3
5,25 41,4 55,2
5,80 33,9 59,2
6,35 25,3 63,8
7,00 18,0 65,5
7,85 12,8 71,1
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Figura 53: Variacdo das Concentracdes de ART e Etanol com o Tempo em Modelo Unificado
para a Fermentacéo 13
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4.9. Resultados das Fermentacdes Descontinuas Alimentadas com
Alimentac&o Constante

4.9.1. Introducao dos Resultados das Fermentacdes Descontinuas
Alimentadas com Alimentacdo Constante

As Tabelas 34 e 35 apresentam uma série de informacgdes relativas as
amostras de mosto coletadas a cada trinta minutos do fermentador nas
fermentacdes descontinuas alimentadas com alimentacdo constante 14 e 15
realizadas, respectivamente, dentre as quais se encontram: pH do mosto; pH
da amostra com a neutralizagcdo da mesma ap0s a inversdo da sacarose por
hidrélise acida (somente para a fermentacdo 14, sem inversao prévia da
sacarose); Volume Total de Mosto presente no interior do fermentador; Massas
de ART Adicionadas e Consumidas no fermentador; e Massas de Etanol e de
Células em Base Seca presentes no fermentador. Foi inserida uma linha preta
no interior da tabela demarcando o tempo onde foi cessada a alimentacao de
mel no fermentador (tempo de enchimento). Utilizou-se tempo de enchimento

por volta de 4,5 horas.

As Figuras 54 e 56 apresentam os valores de Massas de ART
Adicionados e Consumidos e de Etanol Produzidos obtidos experimentalmente
a cada trinta minutos de fermentacdo para as fermentacdes descontinuas
alimentadas com alimentacdo constante 14 e 15, respectivamente. Utilizou-se
um modelo linear para descrever as curvas de consumo de ART e producédo de
Etanol nesses graficos, e apresentaram-se nas figuras as equacdes de reta

obtidas com seus respectivos valores de R2.

As Figuras 55 e 57 apresentam os valores de Massa de Células em
Base Seca obtidos experimentalmente a cada trinta minutos de fermentacao
para as fermentacdes descontinuas alimentadas com alimentacédo constante 14
e 15, respectivamente. Apresentou-se nas figuras uma linha-base que
representa a massa celular seca inicial que se utilizou em todos 0s ensaios
(30,0 g).
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4.9.2. Fermentacao 14 — Resultados

Tabela 34: Variacdes de Volume de Mel Total e de Massas de ART Adicionado e
Consumido, de Etanol Produzido e de Células no Decorrer da Fermentacdo 14

Volume de Massa Total Massa de Massa de Massa Seca
T pH Mosto Total d_e_ART ART. Etanol de Células
empo pH Hidr. no Adicionada Consumida Presente no  Presente no
M) Mosto Acida Fermentador Ferm:gtador F no Fermentador Fermentador
ermentador
(L) ©) ©) (9) (9)
0,00 4,39 514 0,590 0 0 0 33,1
0,50 4,67 4,98 0,755 52,0 - 11,1 33,0
1,00 4,71 4,81 0,927 106,0 19,6 18,7 29,7
1,50 4,79 6,57 1,103 161,4 39,5 28,9 35,5
2,00 482 511 1,290 220,3 51,6 40,4 35,0
255 4,88 5724 1,488 2825 80,2 48,2 35,9
3,05 4,92 4,77 1,664 337,7 110,1 54,8 37,1
3,55 4,92 7,40 1,840 393,0 134,4 61,4 35,6
4,10 493 6,74 2,027 451,9 148,8 71,8 37,1
470 495 5,76 2,280 531,6 179,0 78,8 34,2
520 496 7,50 2,280 531,6 195,0 82,4 34,8
5,70 4,95 492 2,280 531,6 211,3 95,1 37,0
6,10 4,98 5,08 2,280 531,6 233,6 103,7 40,5
6,60 4,93 4,83 2,280 531,6 256,0 118,3 40,3
7,40 4,93 4,99 2,280 531,6 288,5 127,7 37,2
8,05 4,93 5,18 2,280 531,6 312,5 136,3 36,5
8,70 4,93 5,24 2,280 531,6 334,5 141,3 37,6
9,30 4,93 5,15 2,280 531,6 352,4 156,7 39,3
9,95 4,99 5,04 2,280 531,6 371,8 160,1 37,3
10,75 4,95 5,17 2,280 531,6 396,4 171,4 39,2

600

y=37537x+06218[ . L L . . e e e e e

500 R2=0,9929
.
—_— =16,010x + 4,6537
C R S
g 300 ¢ ART
g Adic.
S 200 e ART
Cons.
100 m Etanol

Tempo (h)

Figura 54: Variacdo das Massas Adicionadas e Consumidas de ART e Produzidas de Etanol
no Fermentador com o Tempo na Fermentacao 14
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4.9.3. Fermentacdo 15 — Resultados

Tabela 35: Variacdes de Volume de Mel Total e de Massas de ART Adicionado e
Consumido, de Etanol Produzido e de Células no Decorrer da Fermentagéo 15

Massa Total Massa de

Volume de ART ART Massa de Massg Seca
Total de g . Etanol de Células
Tempo pH Adicionada Consumida
Mosto no Presente no Presente no
(h) Mosto = ao no
ermentador Fermentador Fermentador
Fermentador Fermentador
L) (9) ()]
@ @

0,00 4,37 0,563 0 0 0 35,6
0,55 4,50 0,751 65,4 23,5 11,8 31,4
1,00 4,62 0,924 125,5 499 21,7 34,9
1,50 4,70 1,106 188,8 62,6 30,8 33,0
200 4,71 1,292 253,6 92,6 37,1 36,1
255 4,72 1,474 316,8 109,1 451 36,2
3,10 4,74 1,678 387,8 120,9 54,9 36,8
3,55 4,75 1,828 439,9 142,6 60,3 38,7
420 4,76 1,997 498,6 157,0 65,0 38,1
475 4,75 1,997 498,6 - 68,6 36,8
530 4,78 1,997 498,6 - 73,9 39,5
6,05 4,78 1,997 498,6 217,1 81,0 35,2
6,65 4,78 1,997 498,6 233,1 83,6 36,6
7,30 4,77 1,997 498,6 248,7 90,2 37,9
7,90 4,81 1,997 498,6 258,0 96,2 38,1
845 4,78 1,997 498,6 - 98,1 37,8
905 4,77 1,997 498,6 269,9 109,7 39,5
9,75 4,76 1,997 498,6 2779 114,5 37,6

10,55 4,78 1,997 498,6 288,1 117,2 36,8
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4.10. Discussédo do Resultado das Fermentacfes Realizadas

4.10.1. Analise Geral das Fermentacbes para as Velocidades de

Consumo do Substrato e Geracgéo do Produto, (Ypss) € Rendimento em Etanol

A Tabela 36 mostra os resultados com os valores de Velocidade de
Consumo de ART (rs) e de Producédo de Etanol (rp), Fracdo Massica de ART
convertida em Etanol (Yps) e Rendimento em Etanol (Newno) para as

fermentacdes realizadas.

Tabela 36: Valores de Velocidade de Consumo de AcgUcares Totais, de Etanol
Produzido, de Yp;s e de Rendimento em Etanol Para as Fermentacgdes

Invers Conc.

. ~ . g ART g Etan g Etan 0
Ferm Regime Pr?éc\)/ . |I’;\I;I_?| Ts (ﬁ) R2 Ip (ﬁ) R2 Yp/s (m) Netanol (%)
1 151 33,374 0,994 12,292 0,983 0,3683 72,1
2 195 30,739 0,996 11,718 0,996 0,3812 74,6
3 NE 199 30,534 0,989 10,468 0,997 0,3428 67,1
4 201 14,180 0,953 3,067 0,994 0,2163 42,3
5 Descontinu 263 24,054 0,989 9,207 0,998 0,3828 74,9
6 o 267 22,838 0,874 8,842 0988 0,3872 75,8
7 149 29,420 0,992 13,144 0,997 0,4468 87,4
8 Sim 214 18,383 0,992 7,834 0,990 0,4261 83,4
9 214 13,628 0,974 5,443 0,957 0,3994 78,2
10 269 11,652 0,983 5,001 0,989 00,4292 84,0
11 Desc. Alim. NE 129 25,907 0,994 10,245 0,995 0,3955 77,4
12 C/ Alim. Em 195 21,219 0,96 7,899 0,955 0,3723 72,8
13 Pulsos Sim 179 20,731 0969 8,995 0987 04339 849

14 Desc. Alim.c/  N&o 233 16,476 0,993 7,027 0,995 0,4265 83,5
15 Alim. Const. Sim 250 13,860 0,967 6,065 0,938 0,4376 85,6

A partir dos resultados pode-se afirmar que os dados experimentais
referentes as velocidades de consumo de acUcares (rs) e producdo de etanol
(rp) se ajustaram de forma satisfatoria ao ajuste linear aplicado, que apesar de
se tratar de um modelo relativamente simples foi capaz de descrever o
comportamento das fermentagfes alcdolicas realizadas. Os resultados obtidos
estdo de acordo com os encontrados por Bueno Netto (1982) e Acorsi (2012),
gue também utilizaram ajustes lineares para avaliar os dados experimentais de
fermentacdes alcodlicas também utilizando como substrato mel de usina
sucroalcooleira em condicbes bastante semelhantes as empregadas neste

trabalho.
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4.10.2. Analise dos Resultados das Fermentacfes Descontinuas

Analisando as fermentagfes realizadas em regime descontinuo, foi
possivel observar, tanto para as fermentagfes sem inversdo prévia quanto para
as que sofreram esse processo, que houve uma diminui¢do nas velocidades de
consumo de ART e de producdo de etanol com o aumento da concentracao
inicial de ART na fermentagdo. Esse efeito ocorreu provavelmente devido a
inibicdo pelo substrato, e se apresentou de forma mais intensa nas
fermentacdes que sofreram inversao prévia. Esse efeito também foi observado
por Acorsi (2012), utilizando mel invertido como substrato em uma fermentacao
alcodlica, que ao analisar a velocidade de consumo de agucares e producéo de
etanol de fermentacdes a 100 g/L e 250 g/L observou maiores valores para a

menor concentracao citada.

Contudo, na menor concentracdo utilizada (cerca de 150 g/L), pode-se
observar pouca diferenca entre as velocidades de consumo de acUcares e
producéo de etanol entre as fermentacdes 1 (sem inversao) e 7 (com inversao),
diferenca que se mostrou maior comparativamente nas fermentagdes a cerca
de 200 e 250 g/L. Ja em relacdo ao rendimento em etanol ainda em regime
descontinuo, ele apresentou valores maiores, de uma forma geral, para as
fermentacdes que passaram pelo processo de inversao prévia. O maior valor
para o rendimento em etanol foi alcancado na fermentacéo 7, realizada a 149
g/L, e foi de 87,4%.

Algumas fermentac¢des descontinuas foram realizadas praticamente nas
mesmas condicdes para analisar a reprodutibilidade dos experimentos
executados, entre as quais pode-se citar os pares de fermentacdes 2 e 3, 5 € 6,
8 e 9. Nas fermentacdes 2 e 3, obteve-se uma boa similaridade na velocidade
de consumo de acucares, contudo esta ndo se apresentou tdo boa na
velocidade de producdo de etanol. Nas fermentacdes 5 e 6, houve boa
similaridade nas velocidades de reagdo, com o maior problema sendo o ajuste
relativamente pior da reta de consumo de agucares da fermentacédo 6. Quanto
as fermentacgdes 8 e 9, essas diferiram nas velocidades de reagéo, contudo no
rendimento em etanol obteve-se valores um pouco mais similares entre si.

Essas diferencas podem ter ocorrido devido a utilizacdo de lotes diferentes de
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fermento, algumas pequenas diferencas de concentracdo inicial de ART e
porcentagem de sacarose (para fermentagbes n&o-invertidas) observadas,

entre outros fatores.

Entre as fermentagbes em regime descontinuo, a fermentacdo 4 foi
conduzida de uma forma diferenciada. A levedura nessa fermentacédo foi
reutilizada de uma fermentacdo anterior, com o intuito de avaliar o seu
desempenho, pois se acreditava que essa levedura possivelmente apresentaria
bom desempenho fermentativo por estar mais adaptada ao substrato
empregado. Porém, a partir dos resultados, péde-se observar que essa
fermentacdo apresentou desempenho bem inferior no que diz respeito as
velocidades de reacdo e rendimento em etanol quando comparada as outras
fermentacdes realizadas, o que poderia ser explicado por uma possivel inibicdo
causada pelo etanol produzido na fermentacdo anterior. Essa fermentacéo
apresentou valores de pH peculiarmente baixos em seus momentos finais que
nao foram observados em nenhuma outra fermentacao realizada, o que pode
indicar contaminacgéo, o que também contribuiria para a queda nas velocidades

de reacédo e no rendimento em etanol.

Também se analisou nas fermentacdes descontinuas sem inversao
prévia do mel como a concentracdo de sacarose variou com o tempo (Tabelas
11, 13, 15, 17, 19 e 21 e Figuras 14, 18, 22, 26, 30 e 34). Observou-se que a
partir da primeira hora de fermentacdo a sacarose ja se encontrava
praticamente inexistente no frasco, o que aparentemente indica que o micro-
organismo rapidamente inverteu toda a sacarose presente no substrato. Na
primeira amostra coletada, todavia, onde o tempo que 0 micro-organismo teve
para inverter o agucar foi apenas o decorrido entre a inoculagéo e a coleta da
amostra (entre 2 e 3 minutos), ainda se encontrou sacarose presente no meio.
Neste ponto, analisou-se a porcentagem de sacarose invertida e o erro da
técnica de inversédo por invertase quando comparada a hidrélise acida, como se

pode observar na Tabela 37.
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Tabela 37: Porcentagem de Sacarose Invertida e Erro da Técnica de Inversao
por Invertase na Primeira Amostra Coletada do Fermentador

% Sacarose % Sac_arose % de Conc. Conc. Erro
En. AntesN da DepO'NS da Inverséo ART ART Técnica
sai Insercéo de Insercéo de da H|glrpl|se Invertase  Invertase
(o] Levedura no Levedura no Sacarose Acida (g/L) (%)
Fermentador Fermentador (g/L)
1 67,9 27,8 59,1 151 152 0,66
2 87,0 27,2 68,7 195 200 2,56
3 78,1 9,55 87,8 199 199 0,00
4 68,0 47,8 29,7 201 193 3,98
5 87,1 22,1 74,6 263 281 6,84
6 73,6 16,5 77,6 267 267 0,00
Média + Desvio Padrédo 73,6 + 10,6 Meédia + Desvio Padrdo 2,34 + 2,71

Observou-se ja nas primeiras amostras coletadas de cada fermentacéo
uma inversdo média de 73,6% da sacarose, 0 que mostra como 0 processo de
fato ocorre rapidamente, e se obteve um erro relativamente aceitavel na técnica
de inversdo por invertase. A fermentacdo 4 ndo foi utilizada no céalculo da
média da porcentagem de inversdo, por ter sido conduzida de forma
excepcional, mas pode-se notar que nesta houve uma dificuldade um pouco
maior do micro-organismo para realizar a inversdo da sacarose presente no

substrato.

Considerando que a primeira insercado de mel nos ensaios descontinuos
alimentados com alimentacdo em pulsos foi basicamente um ensaio
descontinuo na concentracao inicial observada apds essa primeira insercédo de
mel, foi possivel ajustar modelos que conseguem descrever, com relativa
precisdo, o comportamento das velocidades de consumo de aguUcares e de
producdo de etanol em relacdo a concentracdo inicial de ART presente na
fermentacdo mostrados na Tabela 38. O fato de um modelo linear ter-se
ajustado bem as curvas de consumo de substrato e de geracédo do produto foi
positivo pelo fato de se observar velocidades aproximadamente constantes no
decorrer da fermentagdo nos pontos analisados (podendo ser utilizadas como
representativas das suas respectivas fermentagdes e associadas com as suas
concentracdes iniciais), e mostra que o efeito de inibicdo pelo produto (etanol)
nao foi muito forte nesses pontos (pois se tivesse sido, a partir de certa
concentracédo de etanol no mosto ter-se-ia reducédo significativa da velocidade

de reacdo), inibicdo esta que néo sera incluida no modelo proposto.
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Utilizou-se como modelo fundamental a Equacgéo 65 proposta por Monod
(1942) com acréscimo de termos que a adaptam para considerar a inibicdo
pelo substrato sugeridos e adaptados da literatura, dentre os quais foram
utilizados os modelos linear da Equacdo 66 (GHOSE & TYAGI, 1979),
exponencial da Equacdo 67 (AIBA et al, 1968) e hiperbdlico da Equacédo 68
(ANDREWS, 1968). Quanto as variaveis abordadas nas equacdes tem-se (rsp)
sendo as velocidades de consumo do substrato e geragdo do produto na
concentracédo (S), (rm) sendo um valor maximo de velocidade que nunca seria
ultrapassado, (Ks) a constante de modelagem do modelo de Monod e (K;s) as
constantes de modelagem dos modelos de inibicdo pelo substrato abordados.
Com base nos valores de R2? observados na Tabela 39 para os ajustes dos
dados de fermentacéo obtidos das Equacdes 66, 67 e 68, observou-se que 0
modelo de inibicdo pelo substrato linear foi mais eficiente para as fermentacdes
sem inversao prévia, e que os modelos se ajustaram melhor nessa condigédo de
uma forma geral do que nas fermentacdes onde houve inversdo prévia da
sacarose, onde o modelo exponencial se mostrou mais adequado. A Figura 58

mostra graficamente como os modelos se ajustaram aos dados experimentais.

S
Tsp=Tm (K 5+S) (69)

S
Tsp=Tn" (K5+S) ‘(1—K5-S) 0

_ S ~K;c'S
ror = () (e

S
sp=Tm" P (68)
+S+—
S Kis
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Tabela 38: Dados Utilizados Para Ajuste dos Modelos Realizado
Sem Inversédo Prévia da Sacarose
Ensaios S (g/L) rs (g/L.h) re (g/L.h)
11 42,5 23,352 10,476
12 62,1 27,558 11,450
1 151 33,374 12,292
2e3 197 30,637 11,093
5e6 265 23,446 9,0245
Com Inversédo Prévia da Sacarose
Ensaios S (g/L) rs (g/L.h) re (g/L.h)
13 40,0 23,416 10,503
7 149 29,420 13,144
8e9 214 16,006 6,6385
10 269 11,652 5,0010

Tabela 39: Ajustes das Velocidades de Consumo de Acucares e Producéo de
Etanol para os Modelos Linear, Exponencial e Hiperbdlico

Inversdo Velocidade Modelo de " K K R2
Prévia de Reacdo Ajuste m S IS

Linear™”) 86,140 101,00 0,0024 0,9952

rs Exponencial® 581,26 768,49 0,0069 0,9851

No Hiperbdlico® 227560 378360 0,0342 0,9303

Linear® 22,093 40,842 0,0020 0,9837

b Exponencial® 31,081 67,545 0,0038 0,9655

Hiperbdlico® 43,098 116,40 83,459 0,9129

Linear® 74,431 69,796 0,0031 0,9130

rs Exponencial® 16756 17227 0,0113 0,9200

Sim Hiperbolico® 1426900 1840000 0,0032 0,7173

Linear® 32,935 67,850 0,0031 0,8899

p Exponencial® 11309 25542 0,0116 0,8990

Hiperbolico® 440520 1252300 0,0044 0,6934

@ Modelo de Ghose & Tyagi (1979) — Equac&o 66; © Modelo de Aiba et al (1968) — Equacao
67; © Modelo de Andrews (1968) — Equacao 68.
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4.10.3. Analise dos Resultados das Fermentacbes Descontinuas

Alimentadas com Alimentacdo em Pulsos

No que se refere as fermentagBes descontinuas alimentadas com
alimentacdo em pulsos, a Tabela 40 mostra os valores de Concentracao Inicial
de ART, de Velocidades de Consumo de ART e de Producédo de Etanol, e de
(Ypss) para cada insergéo de mel realizada no fermentador.

Tabela 40: Valores de Concentracao Inicial de AgUcares, rs, rp € Yp/s para cada
Insercdo de Mel Realizada nas Fermentacdes 11, 12 e 13.

Concentr
. a a ART Etan Etan
ensaio NS (ow) R s(ER) R s
ART (g/L)
1 62,1 27,558 0,998 11,450 0,991 0,4155
11 2 36,1 25,752 0,946 10,490 1,000 0,4073
3 41,7 22,182 0,997 8,8359 0,973 0,3983
1 42,5 23,352 0,999 10,476 0,990 0,4486
12 2 92,1 23,456 0,896 7,0364 0,958 0,2999
3 71,5 18,081 0,981 6,5897 0,981 0,3644
1 40,0 23,416 0,996 10,503 0,989 0,4485
13 2 68,8 26,071 0,999 9,7977 0,991 0,3758
3 80,3 15,828 0,936 7,1358 0,971 0,4508

Analisando primeiramente a fermentacdo 11, percebe-se pequenas
variacbes de velocidades de consumo de ART, producdo de etanol e nos
valores de (Ypss) entre as insercfes de mel realizadas quando comparada as
outras duas fermentacdes, todas decrescentes, 0 que aparentemente mostra
baixo efeito de possiveis inibicdes pelo substrato e pelo produto (essa ultima
aparentemente interferindo levemente na terceira insercdo de mel no
fermentador), pelo fato de se estar operando em concentracdes relativamente

baixas destes em todo o desenvolvimento fermentativo.

Quanto as fermentacdes 12 e 13, obteve-se na primeira insercdo de mel
(que é basicamente um ensaio descontinuo na concentracao inicial observada)
resultados praticamente idénticos para as duas fermentacdes, mostrando que
para baixas concentracdes aparentemente ndo existe nenhum beneficio ou
maleficio devido a inversdo prévia da sacarose. Observou-se também

relativamente altos valores de (Ypss), bastantes similares aos encontrados por
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Acorsi (2012) em experimentos realizados a 32, 34 e 37°C utilizando como

substrato mel invertido a 30 e 50 g/L de concentragao inicial de ART.

Na segunda insergcdo de mel, observaram-se velocidades de consumo
do substrato e de geracdo de produto relativamente similares, o que
aparentemente indica pequenos efeitos de inibicdo, contudo observou-se
significativa queda do valor de (Yp;s) com relagéo a primeira insergéo realizada,
0 que se mostrou ainda mais intenso na fermentacao 12. Desconfia-se que
esse efeito foi causado em parte pelo fato de ter havido certo intervalo de
tempo entre 0 esgotamento dos acucares do mel da primeira insercdo e a
segunda insercdo de mel no fermentador, o que pode ter causado algum efeito
de repressdo na rota de producéo do etanol. Esse efeito foi muito sutil ou até
inexistente na fermentacédo 11, provavelmente isso se deva ao fato de que a
segunda insercdo de mel no fermentador tornou o mosto bem menos
concentrado em acuUcares do que nas fermentacfes 12 e 13. Os experimentos
foram realizados desta forma devido a dificuldade experimental de medir a
concentracdo de ART em tempo real (inseria-se portanto o mel da insercéo
consequente quando se sabia com uma certa margem de seguranca que 0S

acucares da insercao precedente haviam se esgotado).

Quanto a terceira insercdo de mel, observou-se uma clara reducéo das
velocidades de reacdo em ambas as fermentacdes, e observou-se valores de
(Ypis) razoaveis para a fermentagdo 12 e relativamente bons para a
fermentacdo 13. Acredita-se que a concentracdo de etanol aliada ao tempo
decorrido entre o esgotamento dos acucares da segunda insercéo e a terceira
insercdo de mel possa ter gerado um efeito de inibicdo pelo produto mais
significativo nesse caso, o0 que fez com que as velocidades de reacéo
decrescessem. Na fermentacdo 4 observou-se como a longa exposicao das
células de levedura ao etanol na auséncia de acucares fermentesciveis pode
diminuir drasticamente as velocidades de consumo de acgucares e producdo de

etanol em uma fermentagé&o alcoolica.

Houve, contudo, uma vantagem em se garantir com certa margem o final
da fermentacdo em cada pulso de mel adicionado, pois assim é possivel

observar com melhor precisdo a concentracao residual de ART no final para
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cada insercdo de mel. Os valores encontrados se apresentam na Tabela 41,
foram utilizadas as médias dos valores que podem ser considerados

recorrentes que caracterizam o fim da fermentacao de cada pulso.

Tabela 41: Concentracfes Residuais de ART no Final da Fermentacédo de
Cada Insercao de Mel no Fermentador

Concentracdo ART Residual (g/L)

Insercéo de Mel Ensaio
11 12 13
1 4,74 3,06 3,30
2 5,89 8,05 8,01
3 7,47 12,8 12,8

E possivel observar para as trés fermentacdes que a concentracio
residual de ART se mostrou maior nas ultimas inser¢cdes de mel em relacao as
primeiras para as trés insercdes de mel. Esse efeito se mostrou mais intenso
para as fermentacdes 12 e 13 comparando-se com a fermentagdo 11, e se
mostrou muito semelhante nessas duas fermentagcdes, 0 que aparentemente
indica néo ter relacdo com a inversdo ou nao inversdo prévia da sacarose.
Acredita-se que esse efeito também pode ser explicado pela presenca de
etanol no fermentador aliada aos intervalos ociosos do micro-organismo entre o
término da fermentacdo da insercdo anterior até o inicio da fermentacdo da

insercao posterior.

Ainda quanto as fermentacbes descontinuas alimentadas com
alimentacdo em pulsos, observou-se ao comparar as fermentacdes sem
inversdo prévia da sacarose 11 e 12 que para a fermentacdo 11 (com menor
concentracdo de ART inicial) apresentaram-se maiores valores de velocidades
de consumo de ART, producdo de etanol e rendimento em etanol, resultado
similar ao observado para as fermentacfes descontinuas 1, 2 e 3 e no modelo
linear interpolado para as fermentacdes descontinuas sem inversao prévia da
sacarose. Observou-se uma reducdo das velocidades de reacdo ao utilizar o
regime descontinuo alimentado em pulsos em comparacdo ao descontinuo
para fermentacdes sem inversdo prévia do mel, mas observou-se também

aumento no rendimento em etanol ao adotar esse regime.



107

Comparando as fermentagbes descontinuas alimentadas com
alimentacdo em pulsos a cerca de 200 g/L (12 e 13), observou-se que possuem
velocidades de consumo de substrato e geragédo de produto bastante similares,
0 que indica que as inibicdes pelo substrato (glicose, frutose ou sacarose) e
pelo produto (etanol) ndo se mostraram aparentemente muito diferentes nessa
faixa de concentracbes para esse regime. Observou-se também um
aparentemente aumento no rendimento em etanol na fermentagdo 13 (com
inversdo prévia da sacarose) quando comparada a fermentacdo 12 (sem
inversdo prévia), comportamento similar ao observado nas fermentacfes
descontinuas. Comparando-se os valores fornecidos pelo modelo exponencial
para fermentacdes descontinuas com mel previamente invertido a 179 g/L (rs =
22,643 g/L.h; rp = 9,8692 g/L.h; Yp;s = 0,4359) com os resultados obtidos para a
fermentacdo 13, obteve-se valores bastantes similares, o que indica que néo
houve grande ganho em adotar-se o regime descontinuo alimentado com
alimentacdo em pulsos em detrimento do regime descontinuo nessa faixa de

concentracao.

No que se refere a questdo da concentracdo de sacarose ao longo do
tempo de fermentacdo nos ensaios 11 e 12, observou-se no ensaio 11 que a
sacarose se mostrou praticamente inexistente em todos os pontos analisados,
mostrando que o regime descontinuo alimentado com alimentagdo em pulsos,
possivelmente devido a inexisténcia de altas concentragbes no fermentador,
possibilita uma mais rapida inversdo da sacarose pelo micro-organismo. Na
fermentacdo 12, analisou-se somente 0s pontos iniciais de cada insercdo de
mel no fermentador, e s se observou valores relevantes de sacarose na
terceira insercdo, onde a concentracdo de etanol pode ter interferido no

processo.

4.10.4. Andlise dos Resultados das Fermentacbes Descontinuas

Alimentadas com Alimentacao Constante

Analisando as fermenta¢cGes descontinuas alimentadas com alimentacéo
constante de mel, quanto a fermentagcdo 14 (sem inversao prévia do mel),
comparando-se com os valores de velocidades de consumo do substrato,

geracdo de produto e (Yps) fornecidos pelo modelo linear ajustado para a
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concentracdo de 233 g/L nas fermentacfes descontinuas (rs = 27,175 g/L.h;
re = 10,0819 g/L.h; Yps = 0,3710), obteve-se menores valores de velocidades
de reacdo, contudo observou-se consideravel aumento no valor de (Ypss).
Como o regime descontinuo alimentado com alimentacdo constante nao
possuiu intervalos ociosos de fermentacdo como ocorreu com as fermentacdes
11, 12 e 13, isso pode reforcar, em parte, a suposicdo de que esse tempo
ocioso entre o término dos aglcares da primeira insercado e a segunda insercao
de mel foi negativo para essas fermentacées no que tange ao rendimento em

etanol.

Na fermentacdo descontinua alimentada com alimentacdo constante 15
(com inversao prévia da sacarose, realizada a 250 g/L), comparando-se com 0s
valores de velocidade de consumo de ART, formagdo de etanol e (Ypss)
observados pelo ajuste exponencial das fermentacdes descontinuas nessa
mesma concentracdo (rs = 14,081 g/L.h; rp = 6,0328 g/L.h; Ypis = 0,4284)
obteve-se valores de velocidades de reacdo bastantes similares, o que
possivelmente indica que nao existe grande influéncia nessas velocidades
devido ao regime utilizado nessa faixa de concentracbes utilizando mel
previamente invertido. Entretanto, obteve-se um leve aumento no valor de
(Ypss) observado. Comparando as fermentacdes 14 e 15, de uma forma geral
estas tiveram desempenhos relativamente similares, o que permite inferir que
os efeitos de inibicdo que ocorreram em ambas as fermentacdes néo diferiram

tanto entre si.

No trabalho de Bueno Netto (1982), pode-se destacar as fermentacdes 4
e 5 (fermentacbes realizadas no regime descontinuo alimentado com
alimentagdo constante, com tempo de enchimento do fermentador de cinco
horas, utilizando mel n&o-invertido com concentragcdo de 180 g/L de ART, e
concentracfes celulares massa Umida de 45 e 60 g/L) como em condicdes
relativamente préximas as das fermentacdes 14 e 15 deste trabalho. Observou-
se nesses ensaios valores de velocidade de producéo de etanol de 8,1 e 9,2
g/L.h, valores um pouco superiores aos vistos nesse trabalho, o que deve ter
como causa mais provavel ao autor ter utilizado menor concentracgdo inicial de

substrato. Quanto aos rendimentos em etanol obtidos pelo autor (79,1 e
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74,2%), estes se mostraram levemente inferiores aos observados para as
fermentacdes 14 e 15 (83,5 e 85,6%) deste trabalho.

4.10.5. Analise Geral das Fermentacbes para as Velocidades de
Consumo do Substrato e Crescimento Celular, de Yys e valores de pH.

Quanto a analise do crescimento celular, como se pdde ver nas Figuras,
13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 39, 41, 43, 45, 49, 52, 55 e 57, infelizmente houve
grande oscilagao dos valores de concentragéo celular lidos ao longo do tempo
de fermentacdo, sendo essa oscilagdo mais ou menos intensa dependendo da
fermentacdo analisada. Esse comportamento se deu provavelmente pelo fato
de se ter realizado coletas heterogéneas de mosto no que se refere a
concentracéo celular, devido a ndo-existéncia de um agitador no fermentador e
a uma possivel natural conformacdo ndo-homogénea do micro-organismo no
fermentador (se concentrando mais no fundo ou no topo do frasco, por
exemplo). Segundo Gaden (1955) apud Schmidell et al (2001), a fermentacéo
alcodlica segue o modelo de formacédo de produto associada ao crescimento,
modelo que se caracteriza por apresentar curvas de consumo de substrato,
geracado do produto e crescimento celular muito proximas entre si. Desta forma,
considerando que nesse trabalho conseguiu-se utilizar o modelo linear com boa
precisao para as curvas de consumo de acgUcares e producao de etanol, tentou-
se utilizar o mesmo modelo para as curvas de crescimento celular. Para
realizar essa andlise, foi necessario eliminar alguns pontos por apresentarem
valores que eram muito discrepantes do modelo utilizado. Os resultados sao

apresentados na Tabela 42.

Como se pode notar, os valores de R2 obtidos foram em geral bastante
baixos, o que nao permite fazer conclusbées com grande precisdo dos dados
obtidos. Aparentemente houve crescimento celular em todas as fermentacoes,
porém esse ndo se manifestou tdo grande quando comparado com 0 consumo
de substrato, com (Yx;s) variando de 0,0132 até 0,0390, e se mostrando de
forma geral maiores para menores concentracdes iniciais de substrato
utilizadas. Nao é possivel inferir nada a principio quanto a relacéo dos valores

de (Yx/s) com o fato de a sacarose ter ou ndo sido invertida previamente nas
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fermentacdes, de forma geral observou-se valores bastantes similares ao se

comparar as fermentacdes equivalentes nessas duas condicoes.

Este comportamento era esperado e foi bem observado e analisado no
trabalho de Acorsi (2012), que encontrou para fermentagdes com concentragéo
inicial de ART a 150 g/L e 250 g/L e a temperaturas de 32, 34 e 37°C valores
de (Yxs) que variaram de 0,00766 até 0,0151, valores relativamente inferiores
aos encontrados nesse trabalho (0 que é positivo em um processo
fermentativo), o que pode ser consequéncia do autor ter utilizado o micro-
organismo isolado de uma amostra de levedura da usina sucroalcooleira, que
pode ter caracteristicas diferentes do micro-organismo utilizado nas

fermentacdes deste trabalho.

Tabela 42: Valores de Velocidade de Consumo de AcgUcares Totais, de
Crescimento Celular e de Yxs Para as Fermentacdes

~. Conc. . cél
Ferm Regime InF\)/rEérvsigo Ir;‘i Igi'?l I (gLA.l;T> Ik <gLC;l) R? Yx/s (;&T)
1 151 33,374 0,9648 0,5342 0,0289
2 195 30,739 0,9636 0,8337 0,0313
3 NEo 199 30,534 0,9303 0,7539 0,0305
4 201 14,180 0,3448 0,6820 0,0243
5 Descontinuo 263 24,054 0,3472 0,6125 0,0144
6 267 22,838 0,3580 0,5561 0,0157
7 149 29,420 0,8345 0,4998 0,0283
8 Sim 214 18,383 0,4538 0,5792 0,0247
9 214 13,628 0,4008 0,8483 0,0294
10 269 11,652 0,1976 0,7895 0,0170
11 Desc. Alim. NEo 129 25,907 0,9471 0,9173 0,0366
12 C/Alim. Em 195 21,219 0,6566 0,9019 0,0309
13 Pulsos Sim 179 20,731 0,8083 0,6795 0,0390
14 Desc. Alim. C/ Néo 233 16,476 0,2095 0,5047 0,0127
15 Alim. Const. Sim 250 13,860 0,2551 0,4618 0,0184

Quanto as medidas de pH realizadas, p6de-se constatar que a partir dos
valores iniciais de pH do mosto (que variou de 4,37 a 5,37), a levedura atuou
no meio de fermentacdo de forma a manter o pH de forma geral entre 4,65 e
5,00 (o que ja era observado a partir da primeira hora de fermentacdo em
geral) o que aparentemente indica que essa € uma faixa de pH interessante
para o desenvolvimento da mesma, e que a levedura atua naturalmente de
forma a alcanca-la. Quanto a essa variagdo de 4,65 a 5,00, ela se deveu

principalmente devido a atividade da levedura, quando esta se mostrava mais
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ativa, havia maior producdo de gas carbdnico, o0 que gerava uma pequena
quantidade de &cido carbbnico que se ionizava e aumentava levemente a
acidez do mosto. De fato, observou-se que nas fermenta¢gbes que uma maior
acidez nas leituras do mosto indicava de forma geral maiores velocidades de
consumo do substrato e geracdo de produto. Contudo, essa é uma variavel
qualitativa, ndo sendo possivel fazer uma correspondéncia efetiva direta entre

esta e as velocidades de reacdo observadas.

5. Conclusdes

Observou-se de forma geral um bom ajuste linear nas curvas de
consumo do substrato e geracdo do produto nas fermentacdes realizadas (R?
médio de 0,979). Os rendimentos em etanol foram maiores em fermentagfes
onde se realizou a inversdo prévia da sacarose do mel (média de 84,0%)
gquando comparadas com fermentacbes em mesmo regime de operacao e
concentracgdo inicial de ART em que néo se realizou esse procedimento (média

de 74,8%) para todos os regimes de operacdo estudados.

Foi possivel com os resultados de ensaios descontinuos ajustar modelos
existentes em literatura para analisar como a concentragao inicial de substrato
influencia nas velocidades de consumo de ART e producédo de etanol, ajustes
que se mostraram melhores para as fermentacfes sem inversao prévia (R2
médio de 0,9621) quando comparados aos ajustes .para as fermentacbes com
inversdo prévia (R2 médio de 0,8388). Os modelos que se ajustaram melhor
foram os modelos linear para as fermentacfes nédo invertidas (R2 = 0,9952 para
rs e R2 = 0,9837 para rp) e exponencial para as invertidas (R2 = 0,9200 para rs
e R2=0,8990 para rp).

Quanto a inversdo da sacarose pela propria levedura nas fermentacdes
em que nao se realizou esse processo previamente, observou-se que a
levedura rapidamente realiza a inversao, invertendo em poucos minutos cerca
de 70% da sacarose presente no mel e extinguindo a sacarose provavelmente

antes da primeira hora de fermentagéo.

Comparando fermentacdes em regime descontinuo e em mesma

concentracgdo inicial de ART para concentragcdes mais altas (200 e 250 g/L),
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observou-se velocidades de consumo de ART e producdo de etanol maiores
para fermentacdes onde ndo se realizou a inversdo prévia da sacarose (média
de rs = 27,0 g ART/ L.h e rp = 10,1 g Etanol/ L.h) quando comparadas as onde
se realizou esse processo no mel (média de rs=14,6 g ART/ L.herr=6,1¢
Etanol/ L.h). Essas diferencas de velocidades de reacdo, contudo, foram
minimizadas: em fermentac¢des a 150 g/L em regime descontinuo; a 179 g/L em
regime descontinuo com alimentacdo em pulsos; e embora um pouco menos
até mesmo em fermentacfes a 232 g/L em regime descontinuo alimentado

com alimentacédo constante.

No que se refere as velocidades de consumo de substrato e geracdo de
produto, obteve-se reducdo destas ao se utilizar os regimes descontinuos
alimentados (média de rs = 21,2 g ART/ L.h e rp = 8,4 g Etanol/ L.h)
comparando aos descontinuos (média de rs = 28,3 g ART/ L.Lherp, =105 g
Etanol/ L.h) nas fermentacbes sem inversdo prévia da sacarose, e ndo se
observou grande diferenca nesse ponto para as fermentacdes com inversao

prévia.

Os rendimentos em etanol em mesmas concentracdes iniciais de ART e
em mel em mesma condi¢do (invertido ou ndo invertido previamente) foram
ligeiramente maiores para as fermentacdes em regime descontinuo alimentado
(média de 80,8%) quando comparadas aos do regime descontinuo (média de
77,5%).

Observou-se também que o etanol desempenhou um efeito inibitério
mais intenso quando permaneceu juntamente a levedura no meio de cultura
guando os acucares fermentesciveis deste haviam praticamente se extinguido.
Esse efeito também foi capaz de aparentemente reduzir o nivel de consumo do
substrato para as fermentacdes descontinuas alimentadas com alimentacéo

em pulsos.

Nas fermentagbes descontinuas alimentadas com alimentagdo em
pulsos, o intervalo ocioso entre o fim da fermentacdo do primeiro pulso e o
comeco da fermentacdo do segundo pulso provavelmente foi o responsavel por

um efeito nocivo no rendimento em etanol.
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Quando as analises das curvas de crescimento celular, devido a grande
irregularidade nas leituras de concentracdo celular nas diversas fermentagdes
executadas, obtiveram-se baixos valores de R? que impossibilitam a obtencéo
de conclusdes mais precisas quanto a essa variavel. Contudo, observou-se de
forma geral baixos valores de (Yxss) (qQue indicam baixo crescimento celular) e
maiores valores dessa variavel em concentracdbes mais baixas,
comportamentos que sao experimentalmente esperados. Aparentemente n&o
existiu grande diferenca nos valores de (Yx;s) para as fermentacbées com ou

sem inversao prévia da sacarose.

Com isso, pode-se afirmar, a partir dos resultados alcancados, que
realizar a inversdo prévia da sacarose no processo de fermentacdo alcodlica
apresentou-se como uma técnica promissora no que se refere ao rendimento
em etanol, porém ainda € necessaria a realizacdo de novos estudos que

possibilitem a sua aplicacdo em escala industrial.
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Apéndice A — Preparacéao de Solucdes Auxiliares
Utilizadas Para a Realizagcdo dos Experimentos

A.1l. Preparacéo de Solugéo de Tampéao de Acetato 1 mol/L pH 4,5

Pesou-se uma massa de 41,22 g de Acetato de Sédio com 99,5% de
pureza minima e transferiu-se a mesma para um baldo volumétrico de meio
litro, completando-o com agua destilada. Em outro baldo volumétrico de meio
litro, com o uso de uma proveta, adicionou-se 29 mL de Acido Acético com
pureza minima de 99,5% e completou-se o baldo com agua destilada. Em um
béquer de um litro com agitacdo magnética, adicionou-se 350 mL da Solucdo
de Acetato de Sédio e em seguida foi-se inserindo aos poucos a solucao de
Acido Acético até que se atingisse pH 4,5 em leitura no pHmetro devidamente
calibrado. Guardou-se a solucéo em frasco de vidro ambar de um litro até a sua

utilizacao;

A.2. Preparacéo da Solucédo de Ureia 40 g/L

Pesou-se 8,08 g de Ureia em flocos com pureza minima de 99% e
transferiu-se com auxilio de 4gua destilada para um baldo volumétrico de 200
mL, completando-se o0 baldo em seguida com agua destilada,
homogeneizando-se bem a solucdo. Transferiu-se a solucdo para um

erlenmeyer de meio litro;

A.3. Preparacéo da Solucédo de Triplofosfato de Sédio 100 g/L

Colocou-se 70 gramas de Triplofosfato de So6dio em um erlenmeyer de
meio litro e inseriu-se em seguida 180 mL de agua destilada. O fosfato esta em
excesso na solucao, logo ficando precipitado em parte no fundo do erlenmeyer,

e sua solubilidade maxima é proxima de 100 g/L;

A.4. Preparacdo da Solucdo de DNS

1) Em um béquer de um litro, dissolveu-se 48,0 gramas de Hidroxido de
So6dio em um volume de 400 mililitros de agua destilada. Essa diluicdo é
exotérmica, entdo fez-se a mesma em banho a temperatura ambiente visando

resfriar a solugdo mais rapidamente. Chamou-se essa soluc¢do de Solugéao 1,
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2) Em um béquer de trés litros, com auxilio de um agitador magnético,
dissolveu-se 16,0 gramas de Acido 3,5-Dinitrosalicilico em um litro de agua
destilada. Chamou-se essa solucao de Solucéo 2;

3) Em um béquer de meio litro, pesou-se 10 gramas de Fenol Comum e
dissolveu-se em aproximadamente 160 mililitros de agua destilada. Aqueceu-se
o Fenol em banho-maria a 45-50°C para que se liquefizesse e fosse possivel
pipeta-lo para preparar a solugéo. O Fenol é corrosivo e extremamente toxico e
cancerigeno, logo deve-se sempre utilizar luvas de borracha para operar a

solucéo de DNS. Chamou-se essa solucao de Solucéo 3;

4) Em agitador magnético, adicionou-se 30 mililitros da Solu¢éo 1 na

Solucédo 3. Chamou-se essa solucéo de Solucao 4;

5) Adicionou-se lentamente o restante da Solu¢cdo 1 na Solucdo 2 e

misturou-se para dissolu¢cdo. Chamou-se essa solucdo de Solucao 5;

6) Adicionou-se 400,0 gramas de Tartarato de Sodio e Potassio na
Solucdo 5 até dissolucao completa e ndo mais se observar liberacao de bolhas

de gas. Chamou-se essa solucao de Solucgéo 6;

7) Adicionou-se 12,20 gramas de Sulfito de Sédio na solu¢do de Fenol
(Solucao 4) e misturou-se até completa dissolucdo. Chamou-se essa solucéo

de Solucéo 7;

8) Adicionou-se a Solucdo 7 na Solugdo 6 e misturou-se. Chamou-se
essa solucdo de Solucdo 8. Em um baldo volumétrico de 2 litros, adicionou-se

a Solucéo 8 e completou-se até o volume do baldo com 4gua destilada;

9) Filtrou-se a Solucdo 8 em funil de vidro de fundo sinterizado de 100
mL. Adicionou-se ao filtrado 12,20 gramas de Sulfito de Sodio e misturou-se
bem até dissolver. Chamou-se essa solu¢édo de Solucéo 9;

10) Guardou-se a Solucéo 9 em dois frascos de vidro &mbar de um litro
cada, inertes, escuros e ao abrigo da luz, rotulando-os. Preparou-se dois lotes
de DNS seguindo essa metodologia para a realizacdo de todas as analises

presentes nesta dissertacdo. Todas as transferéncias de solu¢fes realizadas
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na preparacdo foram quantitativas, usando pequenas aliqguotas de agua

destilada, tomando-se cuidado para nédo estourar o volume final de 2 litros.

A.5. Preparacéo da Solucédo de Acido Cloridrico a 1,3 mol/L

Em capela com o exaustor ligado, inseriu-se em um baldo volumétrico
de um litro cerca de 500 mL de agua destilada, em seguida inseriu-se
lentamente utilizando uma proveta 111 mL de Acido Cloridrico Concentrado
com fragdo massica minima de 36%. Em seguida, completou-se o volume do
baldo com &gua destilada, tampando e homogeneizando a solucéo,

transferindo-a para um frasco identificado de vidro limpo de volume um litro;

A.6. Preparacéo da Solucéo de Hidroxido de Sédio a 4 mol/L

Pesou-se 80,40 g de Hidroxido de Sodio em flocos com pureza minima
de 99,5% em um béquer de plastico de um litro e dissolveu-se em cerca de 300
mL de agua destilada com auxilio de um bastdo de vidro em banho a
temperatura ambiente até que a solucao esfriasse. Despejou-se entdo a
solucédo quantitativamente em um baldo volumétrico de meio litro, completando
em seguida o volume do baldo com agua destilada, homogeneizou-se a

solucéo e guardou-se em frasco identificado de plastico de volume meio litro;

Apéndice B — Detalhamento de Metodologia

B.1. Obtencédo da Curva-Padréao da Solucao de DNS

1) Pesou-se 0,500 gramas de Glicose e 0,500 gramas de Frutose em
béqueres pequenos e transferiu-se quantitativamente estas amostras para um
baldo de um litro, completando o volume do baldo com agua destilada. Fez-se
assim uma solugéo padrdo de Glicose + Frutose na concentracdo de 1 g/L.
Colocou-se a solugdo em um frasco de vidro ambar de um litro limpo e
armazenou-se a mesma em geladeira em repouso por pelo menos trés horas

antes do uso da solucao;

2) Com o auxilio de pipetas automaticas de 0,1 —1 mLe 1l -5mL e
utilizando agua destilada e a Solucdo Padrdo de Glicose + Frutose, preparou-
se em tubos de ensaio identificados solu¢des de volume 5 mL de O até 1 g/L de
Glicose + Frutose com passo crescente de 0,1 g/L, agitando-se os tubos em
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agitador vortex. A Tabela 43 mostra os volumes de agua destilada e solucao de

Glicose + Frutose utilizados:

Tabela 43: Preparacao de Solu¢des de Glicose + Frutose de 0 a 1 g/L com
Passo Crescente de 0,1 g/L

Volume de

Volume de Agua Solucéo de Concentracao

Amostra Destilada Glicose + de Glicose +

Adicionado (mL) Frutose Frutose (g/L)

Adicionado (mL)

1 50 0,0 0
2 4,5 0,5 0,1
3 4,0 1,0 0,2
4 3,5 15 0,3
5 3,0 2,0 0,4
6 2,5 2,5 0,5
7 2,0 3,0 0,6
8 1,5 3,5 0,7
9 1,0 4,0 0,8
10 0,5 4,5 0,9
11 0,0 5,0 1,0

3) Pipetou-se em duplicata um volume de 0,5 mL das amostras de 1 a

11 exibidas na Tabela 2 em tubos de ensaio identificados;

4) Pipetou-se nos tubos com 0,5 mL de amostra um volume da 2,5 mL
de Solucdo de DNS preparada conforme metodologia ja descrita. Adicionou-se

rolhas perfuradas nas bocas dos tubos e agitou-se em agitador vortex;

5) Inseriu-se o0os tubos em banho com &gua fervente cobrindo
externamente todo o volume de solucdo nos tubos de ensaio e deixou-se 0s

tubos imersos por dez minutos;

6) Retirou-se os tubos de ensaio da agua fervente e inseriu-se 0s
mesmos em banho a temperatura ambiente, deixando-se os tubos resfriarem

por 5 minutos;

7) Retirou-se as rolhas dos tubos e adicionou-se em cada tubo, com o

auxilio de um dispensete, 3,0 mL de agua destilada,;

A Figura 59 mostra as etapas necessarias para a analise DNS: Insercéo

de 0,5 mL da solugé&o agucarada (a); insercéo de 2,5 mL da solugdo DNS (b);
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amostra apos dez minutos em banho de agua fervente (c); e adicdo de 3,0 mL

agua destilada & amostra (d);

PN s ol =y Ty A48, |

-

Figura 59: Andlise DNS: Insercéo de Solucao de Glicose+Frutose (a); Insercao
de Solucao DNS (b); Exemplo de Amostra ap6s 10 Minutos de Fervura (c);
Amostra Apés Adicdo de Agua Destilada (d). Fonte: O Autor

8) Agitou-se o0s tubos em agitador vortex e fez-se a leitura da
absorbancia a 600 nm em cubetas de plastico em Espectrofotometro
Shimadzu, zerando a absorbancia com uma das amostras 1 da duplicata (que
€ 0 branco, concentracédo 0 g/L de Glicose + Frutose), em ordem crescente de
aumento da concentracdo. Obtém-se entdo uma curva-padrao que relaciona as
leituras de Absorbancia com as Concentracdes de Glicose + Frutose, e com
uma regressado linear é possivel encontrar uma equacdo que correlacione
essas duas grandezas fisicas. Obtém-se entdo uma equacdo na forma da

Equacéao 69.
— g
AbS (600 nm) - aART ' S (Z) + bART (69)

A curva-padrdao deve ser refeita para toda leva de DNS produzida,

entdo foram necessarias duas curvas-padrao ao decorrer desse trabalho.

A Figura 60 mostra a aparéncia visual da curva-padrao obtida em uma
analise DNS (a) e uma foto do espectrofotometro SHIMADZU utilizado nas

leituras de absorbancia deste trabalho (b).
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(a) (b)
Figura 60: Gradiente de Cor de uma Curva Padrao DNS (a); Espectrofotdmetro
Shimadzu Utilizado nas Leituras de Absorbancia (b). Fonte: O Autor

B.2. Método de Inversdo da Sacarose por Hidrélise Acida

1) Para a execucdo do método necessita-se preparar duas solucdes:
uma de Acido Cloridrico a 1,3 mol/L e outra de Hidréxido de Sodio a 4 moliL,
que foram preparadas conforme descrito nos Apéndices A5. e A6,

respectivamente;

2) Inseriu-se uma aliquota de 5 mL de solucéo que se desejou medir a
concentragdo de ART em um bal@o volumétrico de 100 mL. Em sequéncia, em
capela com exaustao ligada, adicionou-se com uma pipeta de vidro 25 mL de
solucdo de Acido Cloridrico 1,3 mol/L ao baldo, homogeneizou-se 0 mesmo,
tampou-se o baldo com uma rolha perfurada e levou-se a banho agitado a 65 -

70°C por 15 minutos;

3) Retirou-se o baldo do banho e resfriou-se em banho a temperatura
ambiente. Entdo, inseriu-se com uso de pipeta de vidro 8 mL de solucéo de
Hidroxido de Sédio 4 mol/L no baldo, agitando-se o baldo e resfriando em
banho novamente. Colocou-se cerca de 10 mL das solucbes de acido e base
em béqueres de 100 mL e quase encheu-se 0s mesmos com agua destilada,
de forma a ter solugBes mais diluidas, e arranjou-se um conta-gotas para cada

uma delas;

4) Calibrou-se o pHmetro com as solu¢gbes-tampédo de pH 4 e 7, e em
um béquer de 100 mL limpo, adicionou-se a solu¢do do baldo e leu-se o seu
valor de pH. Com as solucdes acida e basica diluidas produzidas e com o
auxilio dos conta-gotas, regulou-se o pH para estar entre 4,5 e 8 (de levemente
acido para praticamente neutro), mexendo com bastdo de vidro a cada
insercao de solugcdo com conta-gotas e refazendo a leitura do pH. Com o pH
devidamente ajustado, devolveu-se quantitativamente a solugéo para 0 mesmo

baldo onde se encontrava com auxilio de agua destilada, tomando cuidado
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para ndo estourar o volume do baldo, e completou-se o volume do baldo com
adgua destilada, homogeneizando a solucdo. Tem-se entdo uma solucao que
sofreu uma diluicdo 1:20 até aqui;

5) Realizou-se as diluicbes adicionais que foram necessarias e utilizou-
se a analise DNS (subitem 3.2.2.3.) para obter o valor da concentracao de ART

da amostra.

A Figura 61 mostra os balées com amostra de sobrenadante + acido
cloridrico inseridos em banho termostatico para a hidrélise acida (a); e a

neutralizacdo da acidez de uma amostra com auxilio de um pHmetro (b).

g =& :
(a) ) (b)
Figura 61: Método de Inversao por Hidrolise Acida Aplicado em Série: Baldes
Imersos em Banho a 65 - 70°C (a); Neutralizacdo de Acidez com Uso de
pHmetro (b). Fonte: O Autor

B.3. Método de Inversdo da Sacarose Utilizando Invertase
1) Transferiu-se uma aliquota de 0,5 mL de solucdo que se desejava
obter a concentracdo de ART com pipeta automética para um tubo de ensaio

limpo, em seguida inserindo-se 4,5 mL de agua destilada;

2) Pesou-se em um béquer de 10 mL tarado uma massa de
aproximadamente 0,0065 g de Invertase Novo Nordisk e transferiu-se
guantitativamente essa massa para um baldo volumétrico de 250 mL com

auxilio de 4gua destilada;

3) Adicionou-se ao baldo volumétrico utilizando uma proveta um volume
de 28,1 mL de tampdo de acetato a pH 4.5, em seguida completando-se o
baldo com agua destilada e homogeneizando-se o mesmo. Essa solu¢cédo de
invertase deve ser preparada e ja imediatamente utilizada;
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4) Adicionou-se um volume de 10 mL da solucéo de invertase do balédo
no tubo de ensaio com a solugéo que se desejava obter a concentracdo de
ART, adicionou-se uma rolha perfurada ao tubo, agitou-se o mesmo em
agitador vortex e deixou-se o mesmo mergulhado em banho termostéatico a

50°C por um periodo de duas horas. Fez-se uma diluicdo 1:30 até entao;

5) Realizou-se as diluicdes adicionais necessarias e efetuou-se Analise

DNS (subitem 3.2.2.3.) para obtencéo da concentracdo de ART da amostra.

A Figura 62 mostra a solucdo de invertase preparada para realizar a
inversao da amostra (a); e a amostra de sobrenadante que se deseja inverter a
sacarose presente na mesma apos a insergdo da solucdo de invertase (b).

(a) (b)
Figura 62: Solucdo de Invertase e Tampéo de Acetato (a); Amostra que Passou
pelo Método de Inversédo da Sacarose Utilizando Invertase. Fonte: O Autor

B.4. Obtencéo da Curva-Padrao de Concentracao Celular
1) Pesou-se em béqueres as massas Umidas de 0,2012 g, 0,4000 g,
0,6016 g, 0,4000 g, 0,5005 g, 0,6003 g de Fermento Fresco;

2) Transferiu-se guantitativamente com o auxilio de agua destilada a
massa de fermento pesada para baldes volumétricos, homogeneizando
primeiramente com o baldo parcialmente cheio e depois completando até o
volume do baldo com agua destilada, sendo bal6es de dois litros para as trés

primeiras massas citadas e balbes de um litro para as trés dltimas, gerando
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solugdes com concentracdes aproximadas de 0,1 g/L, 0,2 g/L, 0,3 g/L, 0,4 g/L,
0,59/Le 0,6 g/L;

A Figura 63 mostra as solugdes de levedura preparadas para a obtencao

da curva-padréo de concentracao celular.

Figura 63: SoIU(;(”)es de Levedura Utilizadas Para Obtencéao da Curva-Padrao
de Concentracao Celular. Fonte: O Autor

3) Inseriu-se a solucao dos balbes em cubetas plasticas, agitando bem o
baldo antes da insercdo (mesmo a baixas concentracdes, a solugdo de
levedura sofre efeito de decantacdo, que se tentou minimizar na medida do
possivel), e leu-se rapidamente a Absorbancia em 610 nm em
Espectrofotdbmetro Shimadzu, zerando a absorbancia com agua destilada.
Como a leitura era direta e de facil realizacdo, fez-se a mesma em
quadruplicata. Obtém-se entdo uma curva-padrédo que relaciona as leituras de
Absorbancia com as Concentracdes Celulares Massa Umida e com uma
regressdo linear é possivel encontrar uma equagcdo que correlacione essas

duas grandezas fisicas. Obtém-se entédo a Equacgéo 70.
g
Abs (610 nm) = ac¢; * Xyassatimida (I) + bce (70)

B.5. Obtencéo da Porcentagem de Massa Seca da Levedura Pelo
Método Direto

1) Pesou-se as massas (Mgesqvazio) de nove béqueres identificados na
balanca;
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2) Adicionou-se as massas (Mgermumido) de 3 gramas de Fermento

Fresco nos trés primeiros béqueres e de 5 gramas nos seis Ultimos;

3) Colocou-se os béqueres em estufa na temperatura de 105 + 2°C e

deixou-se 0s mesmos em seu interior por duas horas;

4) Retirou-se os béqueres utilizando uma pinca e colocou-se 0s mesmos
rapidamente em um dessecador, lacrando-o e deixando-o sob vacuo com uso
de bomba de vacuo para que resfriassem até a temperatura proxima a

ambiente;

5) Retirou-se os béqueres com o fermento seco um a um do dessecador

e pesou-se rapidamente em balanca analitca as suas massas

(MBéanzio+FermSeco);

Calculou-se a Porcentagem de Massa Seca (Ymassasecabireto) COM base

nas Equacbes 71 e 72.

MFermSeco(g) = MBéanzio+FermSeco (g) - MBéanzio(g) (71)

_ [ Mrermseco(9)
%MassaSecaDireto - (MF e—m; e'c;; (g)) -100 (72)
ermumido

B.6. Obtencédo da Porcentagem de Massa Seca da Levedura Pelo
Método Com Microfiltracao

1) Pesou-se onze vidros de relégio devidamente identificados com
massa (Mvidrorel), tarou-se 0s mesmos e pesou-se em cada um deles um filtro
Millipore de diametro de poro 1,2um de massa (MriitroUmido)- Filtrou-se nove
solugdes onde se conhecia o valor de massa Umida de células (Mumidariltrada).
presente em cada uma utilizando os nove filtros Millipore, um para cada
solucéo, colocando em seguida os filtros com levedura nos respectivos vidros
de relégio em que haviam sido pesados. Para a execucao desse meétodo, foram
utilizadas solugdes que tinham sido empregadas anteriormente para obter a
curva-padrao de concentracéo celular, solugbes onde a concentracdo celular
massa Umida (XmassaUmida) €ra conhecida. Pesou-se o baldo volumétrico em

que essas solugbes se encontravam primeiramente vazio com massa
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(Mgaisovazio) € pesou-se depois o0 baldo cheio de solugdo de massa
(MBaisovazio+solugao). COMO as concentracdes celulares eram sempre bastante
baixas, considerou-se que (Psolucao) = (PAgua) = 1000 g/L. Com isso, € possivel
obter o volume microfiltrado (Vwmicrosiiitrado) € €M seguida obter o valor de

(Mumidariitrada) Pelas Equacdes 73, 74 e 75.

MSolu(;éo (g) = MBaléoVazio+Solu(,‘éo (g) - MBalﬁoVazio(g) (73)

_ MSolw;éo(g)
VMicrofiltrado (L) -

74
PSolugio (%) ( )

g
Mymidarittrada (g) = XMassaUmida (Z) ’ VMicrofiltrado (L) (75)

2) Colocou-se os vidros de relégio com filtro em estufa na temperatura

de 105 + 2 °C por um periodo de 2 horas;

3) Retirou-se os vidros de relégio utilizando uma pinca e colocou-se 0s
mesmos rapidamente em um dessecador, lacrando-o e deixando-0 sob vacuo
com uso de bomba de vacuo para que resfriassem até a temperatura proxima a

ambiente;

4) Retirou-se os vidros de relégio com o filtro e o fermento seco dentro
um a um do dessecador e pesou-se rapidamente em balanca analitica as suas
massas (Muvigrorel+Filtroseco) Para 0s dois filtros onde néao se filtrou e
(MvidroRel+FiltroSeco+SecaFiltrada) Para 0s nove filtros em que se filtrou solugcéo de
levedura. Calculou-se a porcentagem de massa seca dos filtros (YomassasecaFiltro)
pelas Equacbes 76 e 77 com base nos dois filtros onde ndo houve filtracéo,

utilizando a média dos dois valores nos calculos posteriores.

MFiltroSeco(g) = MVidroRel+FiltroSeco(g) - MVidroRel(g) (76)

__ [ MFiitroseco (9)
YomassasecaFiltro = (M - 100 (77)
FiltroUmido (g)

Para o calculo da porcentagem de massa seca de levedura
(Yomassasecamicror.), foram utilizadas as Equacdes 78, 79 e 80. Utilizou-se a média
das nove amostras para os céalculos de Concentracdo Celular Massa Seca

analisados nesse trabalho.
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__ (%massasecafFilt
MFiltroSeco(.g) = ( assioe(;a : ro) ) MFiltrol]mido (g) (78)

MSecaFiltrada(g) = MVidroRel+Filtr0$eco+SecaFiltrada(g) - MVidraRel (g) - MFiltraSeco (g) (79)

_ [ Msecarittrada(9)
%MassaSecaMicrof. - <M i - 100 (80)
UmidaFiltrada(g )

A Figura 64 mostra o aspecto visual da levedura ap0s a secagem em
estufa pelo método direto (a) e pelo método com microfiltracdo (b) e o

equipamento utilizado para realizar a microfiltracéo (c).

(b) | (©)
Figura 64: Levedura Seca em Estufa pelo Método Direto (a); e pelo Método
com Microfiltracdo (b); e Equipamento Utilizado para Microfiltragem (c). Fonte:
O Autor

B.7. Metodologia de Realiza¢cdo da Microdestilagao

1) Ligou-se a &agua de refrigeracdo do microdestilador, que deve ficar
aberta durante todo o processo de destilagdo. Com as valvulas de admisséo e
de exaustdo fechadas, encheu-se de agua destilada o recipiente acima da
valvula de admisséo e ligou-se a caldeira com o botdo de giro posto entre 0 6 e

o 7 até a fervura da agua da caldeira;

2) Abriu-se a valvula de admisséo, fechando-a quando toda a agua
entrou no equipamento, com o intuito de limpar a solugcdo com etanol que foi

anteriormente destilada. Inseriu-se 10 mL de solucdo que se desejou obter a
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concentracdo de etanol no recipiente acima da valvula de admissao, e apés um
curto tempo de fervura da &agua inserida no microdestilador, desligou-se a
caldeira, esperou-se a solucao regredir dos pratos para o fervedor, e abriu-se a

valvula de exaustédo até a eliminacdo da agua, fechando-a em seguida,;

3) Ligou-se novamente a caldeira entre 0 6 e 0 7, e na fervura da
mesma, admitiu-se a amostra de concentragcdo de etanol desconhecida,
lavando-se com um pissete com agua destilada o recipiente acima da valvula

(para insercéo quantitativa da amostra) e fechando a valvula rapidamente;

4) Deixou-se a amostra ferver e coletou-se na saida do microdestilador
um volume de 10 mL de amostra com uma proveta, colocando a solugdo em
um tubo com tampa de rosca e congelando-o em freezer até a leitura da
concentracdo em cromatografia gasosa. Desligou-se a caldeira, esperou-se a
amostra descer dos pratos para o fervedor e abriu-se a valvula de exaustao até
a eliminagdo da amostra, fechando-a novamente em seguida. N&o se deve
demorar para ejetar a amostra uma vez que se desligou a caldeira, pois ocorre
da amostra ser derramada sobre a 4gua da caldeira, contaminando-a e sendo

necessario trocar a 4gua destilada da mesma.

B.8. Metodologia de Realizacdo da Cromatografia a Gas

1) Abriu-se completamente a valvula na parte superior do cilindro de
hélio que operard como gas de arraste no cromatdgrafo, em seguida abriu-se a
valvula diafragma preta até a marca negra no manémetro a fim de controlar a
pressdo de entrada do hélio no cromatégrafo, e por fim abriu-se completamente

a valvula vermelha de admisséo do gas no cromatografo;

2) Ligou-se pelas chaves na parte de tras o estabilizador e o
cromatdgrafo, ligou-se também o computador anexo ao equipamento. No
cromatografo, clicou-se em “Reset” e depois “Status”. Esperou-se até que o
detector atingisse a temperatura de 150°C e a luz vermelha “Not Ready”
passasse para a luz verde “Ready”. Olhou-se as pressdes nos mandmetros no
cromatografo, que devem estar proximas a 20 no mandémetro superior e

préximas a 10 no inferior;
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A Figura 65 apresenta fotos tiradas do microdestilador (a) e da
cromatografia gasosa (b) utilizados na realizacéo dessa dissertagéo.

@) | (b)

Figura 65: Microdestilador (a); Cromatografo a Gas (b). Fonte: O Autor

3) Para ligar o detector do cromatografo, clicou-se no botdo “GC
Configure”, clicou-se o botdo “Enter” quatro vezes até a pergunta “Turn the
Detector On/Off?”, clicou-se 0 numero quatro “Yes” e em seguida “Enter”,
surgindo a opgao “Detector A On?”, onde também clicou-se “Yes” e “Enter”,
com isso ligou-se o detector A que vai ser utilizado. Clicou-se “Status” para

voltar as temperaturas da coluna, do detector, entre outros;

4) Descongelou-se a amostra de etanol em banho de agua a
temperatura ambiente somente momentos antes da leitura na cromatografia,
agitando-se em agitador vortex rapidamente para homogeneizar mas nédo
promover evaporacao do etanol. Abriu-se no computador na Barra de Tarefas o
icone de um computador maior com trés computadorezinhos em cima, que é o

software de interagdo computador/cromatografo;

5) Com uma pipeta graduada de 5 microlitros da marca Hamilton,
encheu-se a pipeta com a amostra de etanol e eliminou-se por dez vezes, de
modo a lavar a pipeta com a amostra. Pegou-se entdo com a pipeta uma
aliqguota de 1 microlitro de amostra, clicou-se no software do cromatografo do
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computador no icone de um frasco de tampa vermelha com uma flecha negra a

esquerda apontada para ele, identificou-se a amostra e clicou-se em “Inserir”;

6) Com a luz verde e a indicagao “Ready” no cromatégrafo e com a troca
das palavras vermelhas “Not Ready” para a palavra amarela “Waiting” no
software do cromatografo, insere-se a pipeta no injetor no topo do cromatégrafo
indicado como “B” porém sem aperta-lo, e entdo injeta-se a amostra em um

pulso, apertando o injetor para baixo e iniciando a cromatografia;

7) Apos o término da cromatografia (que leva 10 minutos por amostra), €
necessario esperar até que a coluna se resfrie de 90°C para 30°C novamente
até gue se possa injetar uma nova amostra, com 0 equipamento trocando de
“Not Ready” para “Ready” quando pronto para a proxima inje¢ao. Ao fim do uso
do equipamento, com o mesmo na posigao “Ready”, deve-se primeiramente

desligar o detector antes de desliga-lo, fechando apés isso as valvulas de hélio;

8) Para obter a concentracdo de etanol com o resultado obtido da
cromatografia, utiliza-se um elemento complementar do software da
cromatografia presente no computador anexo a mesma. Para abrir o software,
clica-se na Barra de Tarefas em um icone que apresenta um grafico bimodal
azul, e ja dentro do programa, abre-se o arquivo salvo do resultado da analise
cromatografica, que nesse trabalho se mostra sempre como dois picos em uma
linha base, que caracterizam o etanol e a agua presentes na amostra

analisada;

9) Clicando com o botéo direito do mouse na faixa branca logo abaixo da
zona negra com a linha resultante da cromatografia, surgem diversas opc¢oes.
Primeiramente escolhe-se “Adicionar Faixa de Inibicdo”, surgindo uma linha
verde na faixa branca, que deve ter as flechas de amplitude puxadas de forma
a cobrir toda a faixa, com isso eliminando toda a identificacdo de picos,
incluindo os pequenos picos de ruido da cromatografia. Entdo insere-se a
opc¢ao “Adicionar Pico Forgado” duas vezes, surgindo duas linhas vermelhas na
faixa branca, e essas duas linhas vermelhas devem ter as flechas de amplitude
colocadas de forma a delimitar da melhor forma possivel os picos de etanol e

agua;
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10) Toda vez que se mexer nas flechas de amplitude vermelhas, deve-
se clicar no icone com um simbolo de integral que existe na barra de tarefas
superior do software entre outros dois icones com basicamente o mesmo
simbolo. Com os picos delimitados pelas linhas vermelhas, surge na parte
inferior dos picos linhas que devem se apresentar de forma a seguir a linha
base da melhor forma possivel, criando uma area fechada entre os picos e a
linha base. O programa é capaz de calcular essas areas do etanol e da agua
por integracdo, e com base nessas areas € possivel saber a concentracdo de

etanol na solucéo;

11) Para se obter o valor dessas areas, clica-se com o botédo direito do
mouse na area escura com a linha da cromatografia, e seleciona-se a opcéo
“Print Standard”, salvando as duas paginas de resultados com nomes
diferentes, sendo a primeira pagina o resultado grafico da linha cromatografica
e da delimitacdo dos picos e a segunda péagina o resultado do célculo das
areas dos picos de etanol (Agtanor) € agua (Aigua)- A Figura 66 mostra como é
apresentado um cromatograma gréafico tipico e como se observam os valores

de areas de etanol e agua nas paginas produzidas pelo software.
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(a)
Ret. Time width
Peak Peak Result Time Ooffset Area sSep. 1/2 Status
No Name (@] (min) (min) (counts) Code (sec) Codes
1 4.70Z¢6 4.166 0.000 30220 BB 9.8
2 95.2974 7.195 0.000 614425 BB 27.4
Totals: 100.0000 0.000 644745

(b)

Figura 66: Representacao de um Cromatograma Tipico (a); Valores das Areas
de Etanol e Agua Calculados pelo Software para o Cromatograma (b)
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Apéndice C - Figuras e Tabelas de Curvas-Padréo e
Analise de Parametros Operacionais
C.1. Curva Padrédo da Anélise DNS

Tabela 44: Relacdo da Concentracao de Glicose + Frutose com a Medida de
Absorbancia Obtida pela Analise DNS Para o 1° Lote de Reagente

Concentragéo Medida de Medida de Medida de
de Glicose + Absorbéancia 1 Absorbéancia 2 Absorbancia
Frutose (g/L) Média

0 0,0000 -0,0083 -0,0042
0,1 0,0083 0,0092 0,0088
0,2 0,0654 0,0596 0,0625
0,3 0,1025 0,1121 0,1073
0,4 0,1670 0,1733 0,1702
0,5 0,2218 0,2180 0,2199
0,6 0,2695 0,2678 0,2687
0,7 0,3175 0,3208 0,3192
0,8 0,3628 0,3779 0,3704
0,9 0,4039 0,4211 0,4125

1 0,4570 0,4506 0,4538

0,5

y = 0,4864x - 0,0260
R2 = 0,996

0,4

0,3
0,2

0,1

Absorbancia

0

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentracao de Glicose + Frutose (g/L)

-0,1

Figura 67: Ajuste da Curva Padrédo da Analise DNS para a 1° Lote de Reagente



142

Tabela 45: Relacao da Concentracao de Glicose + Frutose com a Medida de
Absorbancia Obtida pela Analise DNS Para o 2° Lote de Reagente

Concgntragao Medida de Medida de Med'd? de.
de Glicose + Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia
Frutose (g/L) Média

0 0,0000 0,0009 0,0005
0,1 0,0273 0,0199 0,0236
0,2 0,0588 0,0614 0,0601
0,3 0,1202 0,1171 0,1187
0,4 0,1588 0,1542 0,1565
0,5 0,2113 0,2012 0,2063
0,6 0,2504 0,2637 0,2571
0,7 0,3114 0,3075 0,3095
0,8 0,3577 0,3451 0,3514
0,9 0,4114 0,3970 0,4042

1 0,4568 0,4465 0,4517

0,5

oa | |Y= 0,4668x - 0,0207

o
w

Absorbancia
o o
RN

0

-0,1

R2 = 0,996

¢

0,2 0,4

0,6 0,8

Concentracao de Glicose + Frutose (g/L)

1 1,2

Figura 68: Ajuste da Curva Padrdo da Analise DNS para a 22 Lote de Reagente
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C.2. Teste Comparativo dos Métodos de Inversédo por Hidrdlise
Acida e por Invertase

Tabela 46: Valores de Concentracao de ART Apds a Inversao por Hidrdlise
Acida e por Invertase

Amostra _ Co_ncer]tr_ac;éo Concentracéo
Hidrélise Acida (g/L) Invertase (g/L)
1 354,5 371,8
2 359,6 365,3
3 343,8 372,1
4 354,4 3919
5 345,2 380,3
6 369,1 376,5
7 354,3 382,4
8 361,1 375,3
9 368,0 386,6
10 357,7 386,8
Média + Desvio Padrao 356,8 £ 8,4 378,9+£8,2
Valor Tedrico Pesado (g/L) 368,4

C.3. Curva Padrao da Concentracéao Celular

Tabela 47: Relacdo da Concentracao Celular com a Medida de Absorbancia
Obtida por Leitura no Espectrofotdmetro

Concentracéao
Celujar Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia
Massa Umida Medida 1 Medida 2 Medida 3 Medida 4 Média
(g/L)
0,0000 0,0000 0,0068 0,0026 0,0001 0,0024
0,1006 0,1122 0,1188 0,1139 0,1227 0,1169
0,2000 0,2358 0,2285 0,2366 0,2393 0,2351
0,3008 0,3242 0,3360 0,3419 0,3402 0,3356
0,4000 0,4340 0,4606 0,4301 0,4680 0,4482
0,5005 0,5419 0,5177 0,5692 0,5853 0,5535

0,6003 0,6703 0,6626 0,6716 0,6318 0,6591
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Figura 69: Ajuste da Curva Padrao de Massa Celular

C.4. Calculo da Porcentagem de Massa Seca — Método Direto

Tabela 48: Céalculo da Porcentagem de Massa Seca Pelo Método Direto

Béquer MBéanzio MFermUmido MBe’anzio+FermSeco MFermseco YOMassasecabireto

1 17,3020 3,0070 18,2500 0,9480 31,5
2 17,4160 2,9990 18,3925 0,9765 32,6
3 15,7850 3,0030 16,7255 0,9405 31,3
4 19,8791 5,0752 21,5015 1,6224 32,0
5 17,2398 5,1036 18,9005 1,6607 32,5
6 29,2496 5,0165 30,8427 1,5931 31,8
7 36,5352 4,9930 38,1253 1,5901 31,9
8 50,6017 5,0122 52,1880 1,5863 31,7
9 55,6610 5,0215 57,2413 1,5803 31,5
Média + Desvio Padrao 31,9 +0,443

Unidades: (MBéqvazio), (MFermeido)v (MBéanzio+FermSeco) € (MFermSeco) €em g.
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C.5. Célculo da Porcentagem de Massa Seca — Método com

Microfiltrag&o

Tabela 49: Célculo da Massa Umida Microfiltrada

Baldo  Mgaizevazio MBaléoVazio+Solu(;§10 VMicrofiltrado XMassaUmida MUmidaFiltrada
1 370,33 1318,30 0,9480 0,8001 0,7585
2 266,76 1212,36 0,9456 1,0001 0,9457
3 338,46 792,44 0,4540 1,2006 0,5450
4 648,57 1519,49 0,8709 0,1006 0,0876
5 531,90 1469,80 0,9379 0,2000 0,1876
6 387,74 1194,27 0,8065 0,3008 0,2426
7 346,75 1263,43 0,9167 0,4000 0,3667
8 312,94 1218,41 0,9055 0,5005 0,4532
9 227,48 1127,94 0,9005 0,6003 0,5405

Unidades: (MBaléoVazio)a (MBalﬁoVazio+Solugﬁo) € (MUmidaFiltrada) €m g, (VMicrofiltrado) em L;
(XMassaUmida) €M 9/L.

Tabela 50: Calculo da Massa Seca da Membrana

Massas Membrana 1 Membrana 2
MyidroRel 33,4859 38,2979
MFiltroUmido 0,0753 0,0644
MVidroRel+FiltroSeco 33,5601 38,3617
MFiltroSeco 010742 0,0638
%MawagecaFiltro 98,5 99,1

Média

98,8

Unidades: (MVidroRel)! (MFi]troL'Jmido)y (MVidroRel+FiltroSeco) € (MFiltroSeco) em g.

Tabela 51: Célculo da Porcentagem de Massa Seca Pelo Método com
Microfiltrac&o

%il Mvidroret  MFiitroUmido  MFiltroseco  MvidroRel+FiltroSeco+SecaFiltrada MsecaFiltra ~Y0MassaSecaMicrof.

1 33,6404 0,0669 0,0661 33,9220 0,2155 28,4

2 30,8521 0,0676 0,0668 31,2009 0,2820 29,8

3 33,5342 0,0539 0,0533 33,7472 0,1597 29,3

4 48,8003 0,0595 0,0588 48,8863 0,0272 31,1

5 45,0114 0,0646 0,0638 45,1300 0,0548 29,2

6 41,3096 0,0565 0,0558 41,4376 0,0722 29,8

7 33,3942 0,0599 0,0592 33,5673 0,1139 31,1

8 58,7012 0,0633 0,0625 58,9003 0,1366 30,1

9 51,1716 0,0666 0,0658 51,4044 0,1670 30,9
Média 30,0 £ 0,922

Unidades: (MvidmRe])y (MFiltroUmido)r (MFiltroSeco)1 (MVidroRel+FiltrOSec0+SecaFiltrada) €

(MSecaFiltrada) emg.
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C.6. Teste da Precisdo da Cromatografia Gasosa e da Eficiéncia da
Destilacéo

Tabela 52: Célculo da Precisdo da Cromatografia Gasosa e Eficiéncia do
Microdestilador

Precisdo da Cromatografia Gasosa

Pl;r::;&? AEtanol AAgua ACEtanol ACAgua %MésEt PsolEtanol Pg:rﬁ]lﬂe“ %ErroCrom
24 24712 1153300 15816 634315 0,0243 0,9935 24,17 0,71
48 21180 525705 13555 289138 0,0448 0,9882 44,25 7,8
72 65451 909845 41889 500415 0,0772 0,9798 75,68 51
96 58938 583284 37720 320806 0,1052 0,9726 102,33 6,6
120 84352 698525 53985 384189 0,1232 10,9681 119,28 0,60

Média + Desvio Padréo 42+34
Eficiéncia da Destilacéo

Pg::;cl[;a AEtanol AAgua ACEtanol ACAgua %MésEt PsolEtanol Pg:f,fa?t MNpest
24 21810 1133900 13958 623645 0,0219 0,9942 21,76 90,7
48 26346 662742 16861 364508 0,0442 10,9883 43,70 91,0
72 55123 934318 35279 513875 0,0642 0,9831 63,16 87,7
96 35901 428762 22977 235819 0,0888 0,9768 86,72 90,3
120 58697 573811 37566 315596 0,1064 0,9723 103,43 86,2

Média + Desvio Padréo 89,2 +2,13

Unidades: (Plecricay  (pExpNDesty o (pExpDesty oy o Eranol/ L Soluc80; (Psoretant) €M I

Cromat Cromat

Solugdo/ mL de Solucgéo.
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