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Glossario

AR — Acucares Redutores (Glicose e Frutose);

Inversdo — Processo de hidrolise 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;

Clarificacdo — Processo de pré-tratamento do mel invertido, antes do
processo fermentativo;

Mel Invertido e Clarificado - Mel que passou pelo processo de inversao
completa da Sacarose presente em si e posteriormente pelo processo de
tratamento;

Método DNS - Método utilizado para determinacédo da concentracao de
ART de uma determinada amostra;

X — Concentragao Celular. Dado em [g/L];

S — Concentracao de Substrato, em AcUcares Redutores. Dado em [g/L];

Etanol — Concentracao de Produto (etanol). Dado em [g/L];

Rendimento Percentual em Etanol (n) — Porcentagem de conversao
massica de ART em Etanol. Dado em (%)

Velocidade de Consumo do Substrato (rs), Producéo de Produto (rp)
e Crescimento Celular (r4) — Velocidades em gue 0 microrganismo consome
ART, produz etanol e se multiplica. Dada em [g (ART, Etanol, Células)/L.min];

Velocidades Especificas de Consumo do Substrato (us), Producéo
de Produto (up) e Crescimento Celular (px) — Velocidades Especificas em
gue o microrganismo consome ART, produz etanol e se multiplica. Dada em [g
(ART, Etanol, Células)/min];

Fatores de Conversao do Substrato em Produto (Yps) € em Células
(Yx/s) — Fracdes massicas do consumo de ART pelo microrganismo que séo

convertidas em Etanol e em Células. Dado em [ g(Etanol, Células)/ g ART ];



Resumo

Desde o inicio do século XX, o Brasil ja usava o alcool produzido, a partir
da cana-de-acucar, como fonte de energia alternativa. Em 1931, o etanol de
cana passou a ser oficialmente misturado a gasolina, que era importada.
Apenas em 1975, com o langamento do Proalcool, que o governo criou as
condicdes necessarias para uso de bicombustiveis.

Neste contexto e movido pelo interesse industrial o presente trabalho
tem por objetivo, o estudo cinético das fermentag¢des utilizando mel invertido
ndo clarificado e mel invertido clarificado de cana-de-aglcar, comparando o
rendimento do alcool e o consumo de agucares, em regimes descontinuos e
descontinuos alimentados, com ou sem a clarificacdo prévia do mel. Assim,
também se avaliaram os diferentes agentes de clarificacdo, diferentes regimes
de operac¢des, comportamento celular em alta concentragao inicial de in6culo,
bem como algumas varidveis que afetam os parametros cinéticos. Além das
velocidades especificas e volumétricas, bem como os fatores de conversédo e
rendimento do substrato e do produto principal formado, o etanol. Também se
verificou a variacdo do pH, e o desprendimento de gas carbbnico durante as
fermentacdes. Utilizou-se a levedura Saccharomyces cerevisiae como inoculo,
com concentracdes celulares inicial variando entre 10g/L e 20g/L em massa
seca. Todos os ensaios foram realizados em banho térmico a 32°C, sem
controle sob o pH inicial. Utilizou-se, biorreatores, na forma kitassatos, com
volume Util de até um litro. As concentragdes iniciais de substrato estudadas
se situaram na faixa de 20 g/L a 150 g/L, de acucares redutores (AR), tanto em
meios constituidos de méis invertidos e nao clarificados, por acdo da enzima
Invertase, quanto em meios constituidos de méis invertidos e clarificados por
polimero aniénico de aluminio (PAC). Nos ensaios realizados, coletaram-se
amostras, em tempos pré-determinado, e procederam-se as analises das
concentracbes de Acucares Redutores (AR), de Etanol (P) e das Células (X)
respectivamente pelos métodos, DNS, de micro destilacdo, seguida de analise
em cromatografia gasosa e de espectrofotometria. Com isso foi possivel
analisar as velocidades de consumo do substrato, producdo de etanol, bem
como os fatores de conversdo do substrato em produto (Ypss). Dos diversos

ensaios realizados, observou-se rendimentos maximos da ordem de (72% a



78% do rendimento tedrico) para os ensaios descontinuos com mel invertido e
de até 84%, para 0s ensaios com meios constituidos de méis invertidos e
clarificados. J4 para os ensaios conduzidos de maneira descontinuos
alimentado, obtiveram-se resultados de até, 94%, do rendimento tedrico com
meis invertidos e clarificados. Podendo assim concluir que os procedimentos
experimentais adotados, tanto de clarificacdo quanto na maneira de se
conduzir o processo fermentativo, possibilitaram uma melhoria no rendimento

alcoodlico em escala laboratorial.

Palavras-Chave: Clarificagdo do melaco. Polimero anibnico de aluminio
(PAC). Fermentacdo alcodlica. Saccharomyces cerevisiae. Regime

descontinuo. Regime descontinuo alimentado. Melaco de cana-de-acucar



Abstract

Since the beginning of the 20th century, Brazil had already used alcohol
produced from sugar cane as an alternative energy source. In 1931, cane
ethanol was officially mixed with gasoline, which was imported. Only in 1975,
with the launch of Prodlcool, that the government created the necessary
conditions for the use of biofuels.

In this context, the objective of this study was to study the kinetics of
fermentations using inverted honey and clarified inverted honey from
sugarcane, comparing the yield of alcohol and the consumption of sugars in
discontinuous and discontinuous regimes fed, with and without prior clarification
of honey. Thus, different clarification agents, different operating regimes,
cellular behavior at high initial concentration of inoculum, as well as some
variables that affect kinetic parameters were also evaluated. In addition to the
specific and volumetric speeds. As well as the conversion factors and yield of
the substrate and the main product formed, ethanol. Also the variation of the
pH, and the evolution of carbonic gas during the fermentations were verified.
Saccharomyces cerevisiae yeast was used as the inoculum, with initial cell
concentrations ranging from 10 g/L to 20 g/L in dry mass. All the tests were
performed in a thermal bath at 32°C, without control under the initial pH.
Bioreactors were used in the kitassate form with a useful volume of up to one
liter. The initial concentrations of substrate studied were in the range of 20 g/L
to 150 g/L, reducing sugars (RA), both in media constituted of inverted and
unclarified honeys by the enzyme Invertase, as well as in media consisting of
inverted and clarified by anionic aluminum polymer (PAC). In the experiments,
samples were collected at predetermined times and the concentrations of
Reducing Sugars (RA), Ethanol (P) and Cells (X) respectively were analyzed by
the methods, DNS, micro distillation, followed by analysis in gas
chromatography and spectrophotometry. With this, it was possible to analyze
the substrate consumption rates, ethanol production, as well as the conversion
factors of the substrate into product (Yps). From the various tests performed,
maximum Yyields of the order of (72% to 78% of theoretical yield) were observed
for the discontinuous tests with inverted honey and up to 84% for the tests with

means constituted of clarified inverted honeys. Already for the discontinuously



conducted experiments fed, results of up to 94% of the theoretical yield with
clarified inverted honey were obtained. Thus, it was concluded that the
experimental procedures adopted, both for clarification and the way of
conducting the fermentation process, allowed an improvement in the alcoholic

yield on a laboratory scale.

Keywords: Clarification of molasses. Anionic aluminum polymer (PAC).
Alcoholic fermentation. Saccharomyces cerevisiae. Discontinuous regime.

Powered batch mode. Sugar cane molasses
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1. Introducéao

A energia € obtida da natureza de diversas formas, formas essas que
definem a chamada matriz energética. Dentro da matriz energética mundial
atual, os combustiveis fésseis (petrdleo, carvdo mineral e gés natural)
compdem 80,3% da oferta mundial de energia (energia priméria) e 66,7% do
consumo energético final mundial, sendo, portanto, elementos essenciais na
obtencéo de energia pelo ser humano. Entretanto, os combustiveis fosseis ndo
sd0 renovaveis e possuem reservas limitadas, o que gera a necessidade de
desenvolver fontes alternativas de energia, de preferéncia renovavel
(BARROS, 2007).

O aumento de interesse por fontes de energia renovaveis deve-se também
a motivos econdmicos e ambientais, como os precos flutuantes do petréleo, o
controle de precos realizado por relativamente poucos paises produtores, a
emissdo de gases poluentes e sua relacdo com o aquecimento global, entre
outros (NASS; PEREIRA; ELLIS, 2007).

O uso do alcool, em substituicdo ou misturado a gasolina, promoveu uma
economia de mais de um bilhdo de barris de petrdleo, o correspondente a 19
meses de produc¢do atuais. Gragas ao alcool combustivel, nos ultimos oito anos
deixaram de ser importados bilhdes de ddlares em barris de petréleo. O etanol
brasileiro é produzido utilizando-se cana-de-acucar (mel e/ou melago) como
matéria prima (BIODIESELBR, 2018).

O rendimento tedrico (Gay-Lussac) da producéo de etanol € de 0,511 g de
etanol por g de substrato. Entretanto, na pratica esse valor ndo é observado
devido a utilizacédo de parte do substrato para a producéo de glicerol e alcoois
superiores. Além disso, parte do substrato pode ser redirecionada para a
producao de células (SOUZA, 2009).

Nesse contexto, qualguer 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.

Tradicionalmente, o processo de fermentacdo alcodlica visando a producao

de Aalcool utilizando-se Saccharomyces cerevisiae € conduzido em



fermentadores com operacdo em batelada e em regime de anaerobiose. Por
outro lado, alguns estudos apontam que, para a producdo de levedura, deve
ser utilizado o regime de aerobiose (AIBA, 1973).

Com base nisso, o0 presente estudo tem por objetivo, o estudo cinético das
fermentacdes utilizando mel invertido e mel invertido e clarificado, comparando
a produtividade de alcool e consumo de acgucares redutores em regimes
descontinuos e descontinuos alimentados, com e sem a clarificagdo prévia do
mel. Neste sentido, também se avaliou diferentes agentes de clarificacao,
diferentes regimes de operacfes, comportamento celular em alta concentracao
inicial, bem como os parametros cinéticos, como fatores que afetam sua
velocidade, velocidades especificas e volumétricas, e seus fatores de

conversao e rendimento.



2. Reviséo Bibliografica

Neste capitulo serdo apresentadas de maneira geral as consideractes
iniciais para o estudo cinético das fermentacdes utilizando mel invertido e mel
invertido e clarificado, abrangendo aspectos como sua matéria prima a cana de
acucar, para a producéo de etanol, além das caracteristicas do caldo de cana e
do mel rico, substrato esse utilizado no presente trabalho, portanto abrangendo
também pontos como sua inversao, utilizando a enzima invertase, e 0s motivos
gue levaram a propor um tratamento do melaco no presente trabalho.

Considerando o0s processos de clarificacdo do caldo de cana,
destacando-se algumas propriedades do processo. Com o objetivo de se
empregar essas técnicas usualmente utilizadas na clarificacdo do caldo na
producado de acucar, na clarificacdo no mel rico final da usina para a producao
de etanol.

Também destacando os processos relacionados a fermentagéo alcodlica
bem como regime de operacdo descontinuo, descontinuo alimentado em
pulsos e descontinuo alimentado com fluxo constante. Os fatores que afetam a
fermentacao, ou seja, sua cinética, além é claro dos parametros cinéticos que

seréo estudados no presente trabalho.

2.1. Cana de Acucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) possui diferentes origens, sendo
suas espécies da Oceania e outras asiaticas, e devido ao seu alto valor
econdmico constitui no suporte da maior industria agricola do mundo (VILA,
2006). E uma planta perene da familia Poaceae e género Saccharum.

Existem cerca de trinta espécies conhecidas e catalogadas. Das
espécies reconhecidas pelos botanicos (Saccharum officinarum, S.
spontaneum, S. sinese, S. barbari, S. robustum, S. edule), a mais plantada no
Brasil € a S. officinarum, por apresentar baixo contetdo de fibras e alto teor de
sacarose (ANDRADE, 2001).

No Brasil, a cana-de-agucar foi introduzida pelo Rei D. Joao lll e trazida
para a América em 1532 na expedi¢cdo de Martim Afonso de Souza, para a

capitania de Sao Vicente, onde foi criado o primeiro Engenho. Aqui a planta



espalhou-se no solo fértil de massapé, com a ajuda do clima tropical quente e
Umido e da mao-de-obra escrava trazida da Africa. Essa descoberta
enriqueceu Portugal que espalhou o acglcar brasileiro por toda a Europa, assim
como aquele produzido na América Central, pelos franceses, espanhois e
ingleses. O povoado se desenvolveu rapidamente e isso configurou a primeira
atividade econdbmica do Brasil, o ciclo da cana-de-acucar (JOSINO,
COUTINHO & PESSOA, 2005).

Embora sem tecnologia, a cana-de-acucar marcou decisivamente os trés
primeiros séculos de nossa histéria. A cana e um dos seus produtos, o acgUcar,
definiu a sociedade e a economia do Brasil Colonia. Historicamente, desde que
se iniciou o cultivo da cana-de-agucar no Brasil, além da obtencdo de acucar,
iniciou-se a producdo artesanal de derivados, principalmente sob a forma de
rapadura e da aguardente (ANDRADE, 2005).

No inicio do século XX, havia 140 usinas de acucar em funcionamento
no Brasil, produzindo aclcar mascavo de boa qualidade. Além dessas usinas,
ja existiam em todo o Nordeste e Sudeste do Brasil, mais de 10.000 pequenos
engenhos produzindo aglUcar mascavo e rapadura para consumo e para fins
comerciais. Durante o seculo XX, mais da metade dos engenhos em
funcionamento, no pais, se encontravam no estado de Minas Gerais
(ANDRADE, 2005).

De acordo com a UNICA? (2018), o cultivo da cana-de-actcar no Brasil
ocupa aproximadamente 20 milhdes de hectares; a produgcédo concentra-se na
regido centro-sul, que representa 90% da producéao total do pais. A producéo
de cana-de-acucar moida na safra 2014/15, no centro sul, foi de 573,15
milhdes de toneladas, enquanto a safra de 2015/16 foi de 617,65 milhdes de
toneladas. Este resultado é recorde para a regido e representa um crescimento
de 8%. Ja a safra de 2017/18 foi de 596,26 milhdes de toneladas. A producéo
de acucar referente a safra de 2015/16 foi 2,48% menor que a safra passada
(UNICA?Z, 2018). Segundo a UNICA? essa queda se deve a producéo de etanol.
A producéo de etanol contou com crescimento de aproximadamente 18% em
relacdo a safra 2014/15. Comparando-se a safra 2015/16 com a safra de
2017/18 observa-se 14% no aumento na producao de acgucar, enquanto houve

uma queda de 8% na producao de etanol.



Seu valor nutricional é dependente de numerosos fatores destacando-se
a variedade da cana utilizada, idade, tipo de solo, caracteristicas climaticas,
sistema de corte e condicdes do processo. Entre os grupos de nutrientes
essenciais devem ser citados: carboidratos, minerais, proteinas, vitaminas,
acidos graxos e agua, teor de sacarose, além de outros acucares,
denominados redutores, como a glicose e frutose, que possuem grande valor
biolégico para o organismo (LEHNINGER, NELSON e COX, 1995).

2.2. Caldo de Cana

O caldo de cana esta situado entre os entrends da fase solida na cana-
de-acucar, considerando que esta seja um composto bifasico sélido — liquido. A
fase sélida da cana é constituida por um complexo lignoceluldsico integrado
por fibras celulosicas que formam os entrends. Ja a fase liquida ou, o caldo de
cana propriamente dito, € uma solu¢do aquosa, viscosa, de aparéncia opaca e
cor amarelo esverdeada, espumoso e contendo uma grande variedade de
compostos organicos e inorganicos sendo que destes 90%, aproximadamente,
sdo os agucares (SPENCER e MEADE, 1967).

O caldo é uma solucédo impura e diluida de sacarose, constituido de
agua 75% a 82%, e de solidos soluveis 18% a 25%, sendo esses ultimos
divididos em acucares (18%) e outras substancias de natureza organica (1%) e
inorganica (0,5%). Os acUcares sao a sacarose (17%), a glicose e a frutose
que perfazem 1,0 % do total. Os demais componentes sdo constituidos de
substancias nitrogenadas (proteinas, aminoacidos), gorduras, ceras, pectinas,
acidos e materiais corantes (clorofila, sacaretina e antocianinas). As
substancias inorganicas, representadas pelas cinzas, tém como principais
componentes a silica, potassio, fésforo, célcio, sodio, magnésio, enxofre,
aluminio e outros (DELGADO e CESAR, 1977).

A sacarose é o principal componente dos soélidos sollveis na cana
madura, podendo atingir concentracdes superiores a 20% (CLARKE e
GODSHALL, 1988). Compreendendo agua e soélidos dissolvidos. Entre os
componentes solluveis do caldo estdo sacarose, glicose, frutose, proteinas,
oligossacarideos, polissacarideos, acidos organicos, aminoacidos e sais. Ja o

material suspenso consiste de bagacilhos, solo, areia, amido, ceras, gomas e



gorduras (DOHERTY; RACKEMANN, 2008; PAYNE, 1989; STUPIELLO, 2002).

As composicdes, tanto da cana como do caldo, séo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 - Composicéo da Cana de Aclicar e Sélidos Soluveis no Caldo.

Componentes da cana de acucar (%) em massa na cana de acgucar
Agua 73-76%
Solidos 24-27%

Solidos Soluveis 10-16%

Fibra (seca) 11-16%
Constituintes do caldo de cana (%) em sélidos soluveis
AcUcares 75-92%

Sacarose 70-88%
Glicos 2-4%
Frutose 2-4%
Sais 3,0-4,5%
Acidos organicos 1,5-5,5%
Acidos carboxilicos 1,1-3,0
Aminoacidos 0,5-2,5%
Outros ndo agucares organicos
Proteinas 0,5-0,6%
Amido 0,001-0,100%
Gomas 0,30-0,60%
Ceras, gorduras, fofolipideos 0,05-0,15%

FONTE: Adaptado de CHEN; CHOU, 1993.

A diferenca na composi¢ao do caldo da cana-de-acucar € um dos fatores
que afetam as diversas operacdes unitarias de um processo industrial, em
especial a purificacdo do caldo e, no caso de destilarias, a fermentacdo
alcodlica (CESAR et al., 1987).

Destaca-se a influéncia de inUmeros parédmetros na formacgdo do perfil
do caldo de cana. Entre eles: a variedade da cana, tipo de solo, adubacéao,
condicBes climéticas, grau de maturidade da cana, tipo de colheita, tempo entre
a queima, corte e o processamento, contetdo de pontas e palha e também, por
ser uma matéria-prima extrativa, por sua forma de extracdo (SOUZA, 1988).

A qualidade da cana para a industria ndo pode ser avaliada
simplesmente pelo seu teor de sacarose, ainda que seja o parametro mais
importante, mas por todos os fatores citados, que tém consequéncias diretas

da composicéo tecnolégica da cana (PARANHOS, 1987).



A viscosidade apresentada pelo caldo €é causada por pectinas,
albuminas, gomas e silica coloidal. A opacidade é causada por proteinas,
coloides, pectina, pentosana, e compostos inorganicos, como a silica. A cor
varia de acordo com a energia do esmagamento e com a variedade de cana,
sendo influenciada pela clorofila, antocianina, sacaretina e outras substancias
cromdgenas. O pH do caldo varia de 5 a 6 e sua acidez aumenta nas canas
queimadas, com presenca de pragas, cortadas ha mais de 24 horas e verdes

(HAMERSKI, 2009).
2.3. Clarificacéo do Caldo de Cana
2.3.1. Consideracdes Iniciais

A clarificacdo tem como objetivo principal eliminar a méxima quantidade
de impurezas, visando um caldo claro, limpido e brilhante, sem afetar a
concentracdo de sacarose. Mediante a coagulacao de coloides e formacao de
precipitados que adsorvam e arrastem as impurezas coloidais (SOUZA, 1988).

A clarificacdo envolve basicamente as etapas de Sulfitacdo (Absorcéo
de SO, pelo caldo), calagem (Adicao de leite de cal ao caldo) e/ou adicao de
compostos poliméricos, que consequentemente ocorre a decantacao.
(TFOUNI, VITORINO e TOLEDO, 2007).

Como o caldo de cana-de-aclucar, € constituido por diferentes
elementos, no qual formam uma suspenséao coloidal estavel, esta estabilidade
€ causada pela carga elétrica na superficie das pequenas particulas. Devido a
esta carga elétrica, os ions tendem a se agrupar em atmosfera ibnica (ATKINS;
DE PAULA, 2002).

Esta caracteristica dos ions tender a se agruparem estabelece uma
diferenca de potencial entre as particulas, essas camadas carregadas
eletricamente, somadas aos efeitos do movimento térmico, levam a formagéo
de uma dupla camada elétrica. Na figura 1 (apresentada na pagina seguinte),
esta represendo o modelo de dupla camada, considerando uma particula
carregada negativamente em que prevé a existéncia de uma camada compacta
(dupla camada rigida) com o ordenamento rigido de cargas positivas e

negativas nos dois lados (sélido/solucdo). Completa o modelo, uma segunda



camada moével com carga elétrica necessaria para completar a carda da
primeira camada rigida, obtendo-se o equilibrio de cargas entre as fases em
contato (AOKI, 1987).
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Figura 1 - Modelo elétrico da camada dupla de uma superficie de particula com carga
negativa (FONTE: Adaptado de QMCUEB, 2006, apud CHAO, 2006).

O efeito causado pela formacado de cargas elétricas nas interfaces, entre
o plano de cisalhamento e o meio € denominado Potencial Zeta, no qual, é
responsavel pelo comportamento eletrostatico da particula coloidal (AOKI,
1987). O potencial zeta é um indicador util da carga superficial, usado para
prever o comportamento das particulas, estabilidade na dispersdo, ou
tendéncias rumo a coagulagéo.

A neutralizacdo do potencial zeta é considerada a remocdo da
resisténcia a aglomeracao das particulas. A partir disso, de acordo com Chen e

Chou (1993), o processo de clarificacéo apresenta trés estagios basicos:



1. Reduzir o potencial zeta das particulas dispersas o mais proximo de

zero possivel,

2. Permitir que as particulas coloidais neutras formem aglomerados;

3. Agrupar os aglomerados de maneira a formar grandes flocos com

sedimentacao rapida.

Portanto, o equilibrio da disperséo coloidal estavel (caldo de cana) pode ser
rompido, permitindo a formagéo de aglomerados. A alteracdo em determinados
parametros, tais como, o pH e a temperatura, permitem a desestabilizacdo dos
coloides. Visto que a magnitude da carga elétrica das particulas dispersas &
dependente do pH e o caldo ao ser aquecido, tem suas proteinas coaguladas
ou precipitadas que se depositam sobre as particulas coloidais, iniciando a
desestabilizacdo da suspensédo (BENNETT, 1973).

Considerando as caracteristicas apropriadas e o objetivo da clarificacéo,
serdo apresentados a seguir os principais métodos utilizados na clarificacdo do
caldo, apresentando métodos classicos e alguns processos alternativos de

maior relevancia industrialmente.

2.3.2. Processos classicos de clarificacdo do caldo de cana

2.3.2.1. Calagem

A calagem consiste na adicdo de cal hidratada (hidréxido de calcio), ao
caldo previamente aquecido (75-80°C), tendo como objetivo neutralizar os
acidos organicos presentes no caldo. Sao utilizadas de 500 a 800g de cal por
tonelada de cana de modo a obter o pH entre 7,0 e 7,5, logo em seguido o
caldo caleado € aquecido a 90-105°C (HONIG, 1953). A presenca do Ca(OH);
e 0 aumento da temperatura leva a formacédo de um precipitado que adsorve e
arrasta grande parte do material suspenso no caldo, sendo separado por
decantacéo posteriormente (HUGOT, 1977).

Embora diversos ndo acucares sejam precipitados com a calagem, este
processo € deficiente na remocdo dos polissacarideos e compostos que
conferem cor ao caldo. Visando a melhora da eficiéncia, podem ser
adicionados polieletrolitos, que favorecem a formacdo de flocos maiores,
facilitando a floculagédo (MADHO; DAVIS, 2001).
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Os objetivos da calagem, segundo o centro de Tecnologia COPERSUCAR
(2001), séo:
e Correcao do pH do caldo até o valor desejado (entre 7,0-7,5);
e Reacdo dos acidos organicos presentes;
e Promover a floculacdo de coloides e o0 consequentemente

agrupamento do material em suspenséao.

2.3.2.2. Sulfitacao

A sulfitacdo, consiste na aplicagdo de dioxido de enxofre gasoso (SO;) ao
caldo misto, pré-aquecido na temperatura de 60°C, até atingir o valor de pH
entre 3,8 e 4,2 (aproximadamente de 150-300g de enxofre por tonelada de
cana) e posterior alcalinizacdo com leite de cal até pH 7,0-7,2. A neutralizac&o
do caldo sulfitado conduz a formacao do precipitado pouco soluvel, sulfito de
calcio, o qual atua na adsor¢cdo dos compostos coloridos e outras impurezas.
Em seguida, o caldo é aquecido a temperatura entre 100-105°C e enviado aos
sedimentadores para remocdo dos compostos precipitados (HONIG, 1953;
DELGADO e CESAR, 1977).

A neutralizacdo do caldo sulfitado pela calagem conduz a formacéo de
sulfito de célcio que age adsorvendo compostos coloridos, bem como outras
impurezas. O sulfito também atua na descoloracdo temporaria de alguns
compostos, provavelmente devido a combinacdo do SO, com aguUcares
redutores presentes, com bloqueio do grupo funcional carbonila, impedindo a
formacdo de oligossacarideos coloridos e malanoidina. Também inibe as
reacOes de Maillard (reacdo entre aclUcares redutores e aminoacidos), embora
essa reacdo seja reversivel (HONIG, 1953; DAVIS, 2001).

Vercellotti e Clarke (1997) afirmam que compostos com grupos carbonila
podem mais tarde se polimerizar, por reacfes de condensacdo, gerando
compostos arométicos coloridos. Entdo mesmo com a remogdo momentanea
de cor, novos compostos com cor podem surgir.

Determinadas usinas utilizam-se de coadjuvantes para melhorar o processo
de clarificacdo. No caso do caldo de cana possuir baixo teor de fosfato (< 200
ppm) faz-se a adi¢do de fosfatos sollveis permitindo a formagéo do precipitado

fosfato de calcio que contribui para a retirada de impurezas do meio
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(DELGADO; CESAR, 1977). Além disso, 2 a 5 ppm de um polieletrolito
dissolvido em agua com concentracdo de 0,1%, sdo empregados para auxiliar
na decantacdo (BENNETT, 1973).

2.3.2.3. Fosfatacéo

A fosfatacdo consiste na adicdo de acido fosférico combinado a
calagem. As quantidades expressas em P,0s, variam entre 50 e 200 ppm
dependendo do conteudo de fosfato presente no caldo. Usualmente, a
fosfatacdo é realizada antes da calagem para que o &cido precipite parte dos
coloides e a cal neutralize o meio permitindo a formacao dos flocos de fosfato
de célcio (HUGOT, 1977).

Segundo EI Kader, Mansour e Yassin (1983), o desempenho da
fosfatacdo é superior a sulfitacdo, removendo maior quantidade de cinzas,

ceras, gomas e proteinas.

2.3.3. Processos Alternativos de Clarificacdo do Caldo de cana-de-acucar

No sentido de se desenvolver novos processos de clarificagcao,

decorrentes de problemas ambientais.

2.3.3.1. Carbonatacéo

Este processo consiste em adicionar leite de cal e gas carbbnico ao
caldo de cana, formando o carbonato de calcio o qual adsorve e incorpora
grande parte da matéria coloidal e insolivel, em seguida o precipitado é
separado por filtracdo (CHEN e CHOU, 1993; MOODLEY et al., 2003).

2.3.3.2. Floculantes

Este processo consiste em adicionar polieletrélitos visando uma rapida
sedimentacdo de impurezas. Usualmente, utiliza-se polieletrélitos de grande
massa molar, os polimeros adotados para a clarificagdo do caldo de cana séo

principalmente anidnicos, que carregam a mesma carga das particulas em
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suspensao do caldo (DAVIS,2001; CHEN e CHOU,1993). As principais funcdes
dos floculantes, segundo Simpson (1996), séo:

e Aumentar a taxa de sedimentacdo de solidos insoluveis;

e Diminuir os volumes de lodo;

e Produzir um caldo clarificado translicido, ou seja, com baixa turbidez;

e Boa filtrabilidade.

Séo eficientemente removidos entdo por carbonatacdo ou fosfatacao,

sugerindo assim a combinacdo desses processos.

2.3.3.3. Carvao Ativado

O processo de remocéao de corantes pela acdo de adsorventes ja é aplicada
em varias areas, proporcionando a reducao ou remoc¢ao de reagentes quimicos
em processos de purificacdo e adequacéo de produtos (NUNES, 2009). Nesse
sentido, 0 processo consiste na adicdo de carvao ativo, visando uma rapida
adsorcao de principalmente corantes na clarificacdo do caldo de cana.

Carbonos ativos podem ser obtidos através do bagaco da cana, sdo
conhecidos como adsorventes devido sua alta porosidade e elevada area
superficial (ABREU, 2013). O bagaco de cana-de-acUcar é rentavel para o
setor sucroalcooleiro despertando grande interesse para preparacdo de
carbono ativado por apresentar-se como uma matéria-prima economicamente
atrativa e disponivel em abundancia (ANDRADE et al., 2018).

2.3.3.4. Processos Oxidativos Avancados (POA)

Estudos utilizando peréxido de hidrogénio, reacdo de Fenton e ozbnio,
vém sendo realizados nos ultimos anos (NGUYEN, ZHANG e DOHERTY,
2015; LUCAS, PERES e LI PUMA, 2010; COCA, PENA e GONZALEZ, 2007;
BENITEZ et al., 1997 apud FONSECA, 2017).

Nesse sentido, a ozoniza¢do é uma técnica aplicada extensivamente no
tratamento de agua e efluentes, esse interesse se tem se expandido sendo um

agente de processamento de alimentos promissor (FONSECA, 2017). Sua
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aplicacdo decompde-se rapidamente em oxigénio, portanto, ndo deixa residuos

em alimentos apods sua decomposicao (O’'DONELL et al., 2012).

2.4. Mel Rico ou Melaco

O mel rico ou melago de cana é considerado um subproduto da etapa de
centrifugacdo no processo de fabricacdo de agucar, o qual pode ser utilizado
como matéria prima para diversos bioprodutos como o etanol, racdo animal,
acido citrico, entre outros. O melaco trata-se de um liquido viscoso, de cor
escura, nao cristalizavel. Em virtude de sua composi¢cao o melagco € empregado
fundamentalmente como fonte de carbono, sendo necessario a sua
complementacdo de acordo com o meio nutricional exigido pelo bioprocesso
(JEREZ, 1993).

Segundo Almeida (1966) a composicdo do melagco varia com o0s
seguintes fatores: a variedade, idade, estado de sanidade, maturacao, sistema
de cultivo, adubacdao, tratos culturais, condi¢des climaticas e outras, além dos
processos de fabricacdo usualmente utilizados nas industrias.

Os principais componentes do melaco sdo a &gua, carboidratos,
compostos organicos como aminoacidos, acidos carboxilicos, proteinas,
vitaminas, fendis entre outros (WOICIECHOWSKI et al., 2013). De acordo com
Olbrich (1963), o melaco possui composicdo média de 20% de agua, 62% de
acucar, 10% de material nitrogenado e 8% de constituintes inorganicos, de
acordo com a tabela 2, apresentada na pagina seguinte.
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Tabela 2 - Especificacdes Técnicas do Melago

Constituintes (%)

Agua ) 20,0
Constituintes orginicos

Acticares: Sacarose 320

Glicose 14.0

Frutose 16.0

Materiais nitrogenados, dcidos livres e ligados, 10,0
substdncias soliveis

Constituintes inorginicos

8i0; 0.5
K0 35
Cal? 1.5
MgO 0,1
P05 0.2
Fe:(); 0,2
Residuos de sulfato 1,6
Cloretos 0.4

Fonte: Olbrich (1963).

Além também do melaco de cana também poder conter outras
substancias, que aparecem em pequenas quantidades, como exemplo:
pesticidas, fungicidas e herbicidas utilizados no cultivo de cana-de-agucar, bem
como substancias utilizadas como antiespumantes no processo de producédo
de acucar. Ambos podem afetar negativamente o uso do melaco. A microflora
de melaco pode ser um agente que influéncia negativamente sobre o
rendimento e produtividade do processo, contendo microrganismos, 0s mais
comuns sao espécies de Bacillus, as vezes leveduras de espécies de Candida,
e muito raramente, bolores de Penicillium, Aspergillus e outras espécies
(LESNIAK, 2002).

Portanto podendo ser relevante um pré-tratamento do melagco para
atenuar possiveis contaminacfes que esse carrega de processos anteriores.
Esta tarefa € um tanto complexa, considerando-se que os melacgos oriundos de
industrias de alcool e agucar carregam um meio altamente complexo, como ja

visto anteriormente pela tabela 2, que por um lado € muito rico em nutrientes e
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por outro extrapola tracos de metais, microrganismos indesejados, cinzas entre
outros (BARROS, 2018).

No presente trabalho foram estudados os diferentes métodos de
clarificacdo empregados no caldo de cana, no qual foram empregadas na

utilizacdo no melago invertido com suas devidas adaptacoes.

2.4.1. Inverséo do Melaco (Sacarose)

O acucar invertido é um xarope composto de glicose, frutose e sacarose
residual resultante de uma reacdo de hidrdlise da sacarose (AKGOL et al.,
2001; RODRIGUES et al., 2000). A hidrélise é conhecida como reacédo de
inversdo, pois o xarope dos monossacarideos (glicose e frutose) desvia um
feixe de luz polarizada para a esquerda, enquanto as solu¢cdes de sacarose
desviam esse feixe para a direita (CABRAL, 1989).

A invertase € uma enzima que catalisa reacdes de transferéncia com
outros aceptores, além da agua. Isso resulta na formacgéo de oligossacarideos
constituidos por unidades de glicose e frutose (VICENTE, 2000). A equacéo 1,

demonstra como ocorre a hidrolise da sacarose.

Equacédo 1 - Hidrélise da Sacarose

C12H2,041 + H,0 — C¢Hy,06 + CeHp204

2.5. Etanol

Considerado um dos mais importantes combustiveis renovaveis, devido
a seus beneficios econdbmicos e ambientais, sendo uma boa alternativa para
substituir o petrdleo (BAI et al., 2008 apud APIO e SALAU). Um dos principais
fatores ambientais é que a queima de etanol reduz em cerca de 80% as
emissfes de carbono se comparado a queima da gasolina (LASHINKY &
SCHWARTZ, 2006).

O etanol pode ser aproveitado de diversas formas pela sociedade. Em
sua forma hidratada (com cerca de 5% de agua), € utilizado como combustivel
automotivo diretamente no Brasil, na producéo de bebidas, alimentos, produtos

de limpeza, remédios, entre outros. JaA em sua forma pura (alcool anidro) &
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usado como aditivo obrigatorio misturado a gasolina na proporcao de 20% e
aditivo opcional até a porcentagem de 8% no diesel no Brasil, além de ser
matéria prima de solventes, aerossdis, tintas, entre outros (NOVACANAWY,
2018). O etanol anidro, também € matéria-prima para a producao de biodiesel,
combustivel renovavel obtido da reacéo de transesterificacdo de Oleos vegetais
ou gorduras animais com alcoois de cadeia curta que vem tendo sua proporgao
de mistura ao diesel de petroleo gradativamente aumentada com o passar dos
anos no Brasil (NOVACANA®, 2018).

2.6. Producao de Etanol

A forma mais simples e antiga, € a fermentacéo, sendo através dela, que
ocorre a producédo de alcool. A fermentacao, consiste em, adicionar ao caldo de
cana-de-aglcar microrganismos que quebram as moléculas de acucar
(CeH1206), produzindo duas moléculas de etanol (C,HsOH) e duas moléculas
de gas carbdnico (CO,) (NOVACANA®, 2018).

Segundo COPERSUCAR, o processo de fermentacdo da cana se divide
em trés etapas principais: a extracdo e disponibilizacdo dos acuUcares, a
fermentacdo do mosto e a destilacdo do produto fermentado (vinho).

2.7. Fermentacao

Segundo Silva (2016), O processo de fermentacdo baseia-se em uma
série de reacdes quimicas catalisadas pela levedura Saccharomyces
cerevisiae, resumindo-se em Sacarose mais levedura resultando em etanol e
gas carbonico, conforme a equacado 2. O processo dura entre 6 a 12 horas, e
como resultado produz o vinho fermentado, que € basicamente leveduras,
aclicar ndo fermentado e cerca de 10% de etanol (NOVACANA®, 2018).

Equacdo 2 — Reacdo Quimica para producéo de Etanol.

CoHy,05 — 2 CLH-OH + 2 CO,
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As dornas em nivel industrial sdo normalmente fechadas, para a recuperacao
do etanol evaporado ou, que séo arrastadas pelo gas carb6nico. Sdo mantidas
a uma temperatura entre 33 e 35°C até o final do processo.

Existem diversas maneiras de se conduzir a fermentacédo, podendo ser
operada em regime descontinuo, semicontinuo, descontinuo alimentado ou
continuo, podendo ou ndo trabalhar com recirculagdo do fermento
(SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

2.7.1. Processo Descontinuo

Esse processo, também conhecido como batelada, € caracterizado pelo
preparo do meio de cultura, colocando-se em um biorreator e adiciona-se o
microrganismo e se aguarda que 0 processo ocorra. Apdés 0 processo de
fermentacdo, retira-se o caldo fermentado do reator e realizam-se as
operacdes unitarias necessdrias para a recuperacao do produto (SCHIMIDELL
e FACCIOTTI, 2001).

Este processo € considerado 0 mais seguro, pois 0 reator pode ser
esterilizado ao final de cada batelada (SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001).
Apresenta-se também, grande flexibilidade de operacdo pela gama de
fabricacdo de diferentes produtos, além de permitir melhor controle a
estabilidade genética do microrganismo (CARVALHO e SATO, 2001).

Entretanto, a fermentacdo descontinua pode levar a baixos rendimentos
e produtividade, devido a efeitos de inibicdo ou repressdo, além também de
desviar o metabolismo a produtos que néo interessam (CARVALHO e SATO,
2001).

Basicamente, este tipo de processo, € restrito a fermentacbes
laboratoriais, farmacéuticas e algumas destilarias de cachaga (SCHIMIDELL e
FACCIOTTI, 20001).

2.7.2. Processo Descontinuo Alimentado
O processo, também conhecido como batelada alimentada ou “Melle-

Boinot”, consiste em que o substrato &€ alimentado, sob condigbes controladas,

até atingir o volume do biorreator. A vazdo de alimentacdo pode ser constante
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ou variar com o tempo, sendo a adicdo de mosto continua ou intermitente
(CARVALHO e SATO, 2001). A figura 2, apresentada logo a seguir,

esquematiza o processo de fermentagdo descontinua alimentada.
MOSTO FERMENTO AGUA AcCIDO
l TRATADO |

—_—y e
....................... .

DORNA CUBA @) \oLaNTE
| 4\ DEVINHO
T . TURBINADO
CENTRIFUGA
AGUA
DESTILACAO
- l TANQUE PULMAO I <
VINHO BRUTO
Figura 2 - Processo de fermentacdo descontinua alimentada (FONTE: Adaptado de VAZ
et al., 2016).

O processo descontinuo alimentado permite o controle da concentracao
de substrato, minimizando desta maneira os efeitos de inibicdo pelo substrato e
permitindo a sua adicdo em momentos propicios durante a fermentacao
(MACNEIL e HARVEY, 1990; VIEGAS, 2003).

Segundo TOSETTO (2002), a fermentacdo alcodlica por processo
batelada alimentada apresenta as seguintes vantagens: economia de acucar
pela menor reproducédo celular, elevando o rendimento em etanol; eliminacao
de contaminantes e alimentacdo da cultura de forma pura, diminuindo a

complexidade das operacdes da planta.

2.7.3. Tratamentos Finais

Concluida a fermentagdo, as leveduras sdo separadas por
centrifugacdo, da mistura liquida separa-se o etanol pelo processo de
destilacdo-retificacdo. Na etapa de destilacdo, a primeira operacdo é a
epuracédo do vinho, que consiste em um processo de purificacdo, visando livrar-
se de algumas impurezas constantes no vinho. Dessa operacéo, além do vinho

epurado, obtém-se também a fracdo denominada &lcool de segunda, bruto ou
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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 destilacdo, em uma
coluna de destilacdo propriamente dita, de onde obtém-se duas fracdes: o
flegma (produto principal de destilacdo) que € uma mistura hidroalcodlica
impura, com teor alcodlico variando de 45 a 50°GL, e a vinhaga (residuo
aquoso da destilacdo) que contem todas as substancias ndo volateis e algumas
volateis do vinho (CASTRO, 2011).

O flegma €& encaminhado para uma outra coluna de destilagdo (coluna
de retificacéo), 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 € produzido o etanol anidro (graduacédo
alcodlica de 99,3 a 100% em massa de etanol). Ainda no processo de
destilacao é retirado o 6leo fusel, composto por alcoois amilicos e butilicos que

sao formados no processo de fermentacdo (ALCOESTE, 2018).

2.8. Cinética da Fermentacao Alcodlica

A fermentacdo pode ser afetada em termos de rendimento e eficiéncia
da conversao de acgucar em alcool, como fatores fisicos (temperatura, pressao
osmotica), quimicos (pH, oxigenagdo, nutrientes minerais e organicos,
inibidores) e microbioldgicos (espécie, linhagem e concentracdo da levedura,
contaminacgdo bacteriana) (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

2.8.1 Efeito da Temperatura

Segundo Lima, Basso e Amorim (2001), as temperaturas recomendadas
esta situada, entre 25 e 36°C. Temperaturas inferiores retardam a fermentacéo
enquanto temperaturas superiores ocasionam a evaporacdo do etanol,
favorecimento de contaminacdes e a levedura fica mais sensivel a toxidez do

etanol.
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A producdo de etanol nas industrias € conduzida entre 25 e 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¢bes
climaticas e operacionais, estas sdo conduzidas em temperaturas maiores que
esta (STECKELBERG, 2001).

Amorim (2005) afirma que, na temperatura de 35°C, se mantendo a
contaminac&o entre 5.10° a 1.10" bactérias/ml, a levedura se multiplica menos
aumentando o rendimento em etanol.

Phisalaphong, Srirattana e Tanthapanichakoon (2006), em seu estudo
sobre a investigacdo do efeito da temperatura nos parametros cinéticos da
fermentacdo alcodlica, encontraram que a producdo de etanol e biomassa,
passando de uma temperatura de fermentacdo de 30 para 33°C, aumentavam,;

porém acima de 35°C, estas voltavam a diminuir conforme apresentado na

figura 3.
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Figura 3 - Influéncia da temperatura na fermentagao alcodlica (FONTE: Adaptado de
PHISALAPHONG, SRIRATTANA e TANTHAPNAICHAKOON, 2006).

2.8.2. Efeito do pH

O pH, é um fator significativo para as fermenta¢cdes industriais devido a
sua importancia tanto no controle da contaminacéo bacteriana, quanto ao seu
efeito sobre o crescimento da levedura, taxa de fermentacdo e formacdo de
subprodutos (SOUZA, 2009).

Em relacdo ao pH, sabe-se que as fermentacdes se desenvolvem numa
ampla faixa de valores, sendo adequada a faixa entre 4 e 5. Nos mostos

industriais, os valores de pH geralmente se encontram na faixa de 4,5 a 5,5
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(LIMA, BASSO e AMORIM, 2001). A tolerancia a acidez € outra caracteristica
importante para as leveduras industriais (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).
Porém, sabe-se que valores muito baixos de pH, além de ocasionarem perda
de nutrientes como nitrogénio e potassio, aumentam a sensibilidade ao etanol,
aos acidos organicos e ao SO, (GOMES, 1988).

2.8.3. Concentragéo de Substrato, Etanol e Fermento

O aumento na concentracdo de acguUcares eleva a velocidade de
fermentacdo, no qual resulta em perdas da atividade de transporte de aclcar,
assim produzindo menos éalcool (STEINLE, 2013). SOUZA (2009), conclui que
as leveduras utilizadas em processos industriais apresentam uma
osmotolerancia limitada, portanto, o estresse induzido pelo aumento da
osmolaridade leva a redugdo em crescimento e perda da viabilidade das
células das leveduras.

Para Caldas; Borém e Santos (2012), os acUcares redutores totais (ART)
e o0 etanol, em altas concentracdes, exercem efeito de inibicdo sobre o
metabolismo das leveduras, portanto o controle da adicao de acuUcares é de
fundamental importancia, ndo apenas para controlar ou minimizar efeitos
inibitérios, tanto também, para aumentar a eficiéncia e produtividade da
fermentacao.

Para Fernandes (2008), o etanol afeta diretamente a membrana celular
das leveduras. De acordo com Silva et al., (2008), teores alc6olicos em torno
de 7,7% (vlv), ndo foram suficientes para causar grande inibicdo. Valores
acima de 11,1% podem causar inibicdo no crescimento celular e acima de
15,5% né&o ocorre mais producdo de etanol. Portanto para Alves (2004), a
concentracdo de acucar deve ser igual a zero e de etanol em torno de 8°GL.

Conforme Lima, Basso e Amorim (2001), elevadas concentracbes de
inoculo permite fermentacdes mais rapidas, aumento da temperatura, maior
controle sobre as bactérias contaminantes, além de restringir o proprio
crescimento. Mas, o elevado teor de levedura exige energia de manutencao

maior, ou seja, maior consumo de agucar para manter as células vivas.
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No qual resulta em maior competividade pelos nutrientes do meio,
minerais e vitaminas, diminuindo a viabilidade do fermento, portanto, €&

importante existir um teor 6timo de levedura na dorna.

2.8.4. Nutrientes

Segundo Lima, Basso e Amorim (2001), a nutricdo balanceada das
leveduras € um fator que interfere no rendimento. De acordo com Caldas;
Borém e Santos (2012), a concentracdo de nutrientes no mosto € um dos
fatores mais importantes, podendo proporcionar reflexos negativos no
desempenho fermentativo, afetando a multiplicacdo celular e a velocidade da

fermentacao.

2.8.5. Tempo de Alimentagéao

O tempo de alimentacéo, que determina a velocidade de alimentacédo do
biorreator, para processos em regime de batelada ou batelada alimentada,
influencia diretamente no rendimento de fermentag&o, conforme ilustrado na

figura 4.
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Figura 4 - Rendimento fermentativo em funcéo da alimentacado do biorreator (FONTE:
Adaptado de MARTINEZ, 2007).

Tempos de enchimento muito pequenos implicam em vazfes muito
elevadas, que podem provocar transbordamentos do meio em fermentacao
devido a formacéo excessiva de espuma, com perdas para 0 processo, ou

mesmo inibicdo do metabolismo das leveduras pelo acimulo de substrato no
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meio em fermentacdo. Além dessas perdas, o tempo de fermentacdo pode
aumentar, e por isso, diminuir a produtividade (VASCONCELOS e VALDMAN,
1988).

2.8.6. Contaminacao Bacteriana

Quando a contaminac&o bacteriana supera a quantidade de 10" células/
ml de mosto, pode ocorrer significativa perda de rendimento em etanol
(ALCARDE; HORII; NOBREI, 2007). 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 centrifugacdo, o desvio de nutrientes para a multiplicacédo
bacteriana, a perda de viabilidade celular pela contaminacdo devido a
substancias como os acidos latico e acético e a competicdo por nutrientes do
meio (GOMES, 2009).

Conforme Martins (1997) apud Paschoaline; Alcarde (2009), a eficiéncia
do processo fermentativo € dada em funcéo direta da manutencao das células
ativas dispersas no mosto. A remocdao das células, devido a floculacéo, reduz o

rendimento e aumenta o tempo de fermentacao.

2.9. Parametros Cinéticos

Conforme os fatores que afetam a cinética de fermentacao, neste tdpico
serdo introduzidos conceitos dos parametros cinéticos utilizados no presente
trabalho, como concentracdo celular, substrato e etanol em fung¢do do tempo,
velocidades volumétricas de crescimento, consumo do substrato e formacao de
produto, além das velocidades especificas de crescimento, consumo e
formacao de produto. Bem como os fatores de converséo.

O estudo cinético de um processo de fermentacdo € muito importante,
pois, permite a aquisicdo do conhecimento basico do processo. A cinética de
fermentacado esté relacionada com a velocidade de consumo de substrato e de
aparecimento de produto e no caso mais especifico de processos de
fermentacao utilizando leveduras, também com a velocidade de crescimento
celular e o efeito que estas sofrem por influéncia das condi¢cbes do meio em

processo (ANDRIETTA, 2007), anteriormente citadas no tépico 2.9. Consiste
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inicialmente na analise da evolucdo dos valores de concentracdo de um ou
mais componentes do sistema de cultivo, em fung¢do do tempo de fermentacao.
Esses componentes sdo: microrganismos, substratos e produtos (Borzani et al.,
2001).

Tais valores experimentais quando representados em funcdo do tempo,

permitirdo os tracados das curvas de ajuste conforme as equacgdes 3, 4 e 5.

Equacéo 3 - Leveduras em funcéo do tempo.

X=X(t)
Equacéo 4 — Produto em func¢éo do tempo.

P=P(t)
Equacéo 5 - Substrato em fun¢do do tempo.

S=S(t)

No qual representam o ponto de partida para a descricdo de uma
fermentacao, possibilitando uma comparacéo quantitativa entre as diferentes
condigbes de cultivo, por intermédio de variaveis, como: as velocidades
volumétricas, velocidades especificas e fatores de conversédo, obtidas a partir

das curvas de ajuste citados anteriormente (Borzani et al., 2001).

2.10. Consideracdes Finais

Diante das consideracdes apresentadas neste topico de Revisao
Bibliografica, verifica-se a importancia de diversos fatores na fermentacao
alcodlica e a constante busca de novas tecnologias no aumento do rendimento
e produtividade em etanol pelas industrias. O presente estudo propde uma
utilizacdo de um processo de clarificacdo do mel, visando ndo somente a
clarificagcdo, mas um estudo cinético da fermentacdo. No qual se pode citar
diferentes formas de conduzir a fermentacéo, apresentacdo das velocidades
cinéticas de consumo dos acucares redutores (AR) e de producdo do etanol,
além das velocidades volumétricas para 0s ensaios descontinuos, bem como o

rendimento e produtividade em etanol dos mesmos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Substrato

Foram utilizadas como substrato nos ensaios fermentativos, solucfes
diluidas, invertidas e clarificadas de mel rico final de cana-de-acgucar, 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, o0 mel se encontrava na concentracao

aproximada de 600 g/L de Acucares Redutores Totais (ART).

3.2. Nutrientes

Utilizaram-se em todos os ensaios fermentativos, 10 ml das solucdes de
Ureia a 40 g/L e de KH,PO4 a 100 g/L para suplementar possiveis caréncias de
nitrogénio, potassio e fosforo, garantindo o acUcares redutores (AR) como

substrato limitante da fermentacéo alcodlica.

3.3. Microrganismo

Foi utilizado o microrganismo Saccharomyces cerevisiae na forma de

Fermento Seco Fleischmann®.

3.4. Fermentador

Utilizou-se um frasco kitassato de 1 litro como fermentador, provido de
uma rolha na parte superior e uma mangueira lateral, cuja saida permanecia
imersa em um béquer com agua, dessa forma, tornando-se um frasco fechado.
Utilizou-se um banho termostatico (TECNAL, modelo TE-184) para conservar a

temperatura constante.
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3.5. Processos de Clarificacdo do Mel

3.5.1. Método da calagem e adicdo de polieletrolito

Adicionou-se leite de cal (10%) em mel diluido a 150 g/L de AR, em
conta gotas, até o pH entre 7,0 e 7,5, em constante agitacdo. Adicionou-se 0
polieletrélito anidnico de aluminio PAC na concentracdo de 2ppm. Deixou-se

em repouso por 24 horas. Utilizou-se o método de Honig (1953) modificado.

3.5.2. Método utilizando polieletrélito aniénico de aluminio (PAC)

Preparou-se uma suspensao de PAC, cedida previamente pela Sanepar,
de concentracéo de 28g/L, no qual, utilizou-se diferentes concentracdes no mel
invertido a 300g/L, concentragbes em v/v de 1%, 2%, 2,5%, 5%, 10%, 15% e
20%. (BARROS, 2018) modificado.

3.5.3. Método utilizando acido sulfurico e fosférico

Foram utilizados amostras de mel a 150g/L. Utilizou-se primeiramente, o
acido sulfarico e comparou-se com o acido fosférico, por este possuir maior
poder complexante que o primeiro, podendo, desta forma, retirar principalmente
0S metais pesados presentes no melago. Ajustou-se o pH do melago para 3,0
com o acido escolhido, deixou-se em repousou por 24 horas a temperatura
ambiente; entdo a amostra foi centrifugada a 5000 rpm por 15 minutos
(ROUKAS, 1998).

3.5.4. Método utilizando EDTA

A solugédo do mel na concentracéo de 150g/L, foi ajustada para o pH 5.5
utilizando HCI 2N, e aquecida até fervura em torno de 100°C por 15 minutos. O
liquido foi entédo tratado ainda quente, com 100 ppm de EDTA, para se obter a

precipitacdo de metais pesados. A mistura ficou em repouso por 24 horas em
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temperatura ambiente, entdo centrifugada a 5000 rpm por 20 minutos
(ROUKAS, 1998).

3.5.5. Método utilizando terra de diatomacea

Inicialmente, utilizou-se terra diatomécea nas concentracdes de 4% e
8% (massa/massa) e o mel na concentracdo de 150g/L de AR. As amostras
foram submetidas a agitacdo por um agitador magnético durante 30 minutos,

logo apéds, deixou em repouso por 24 horas (TREICHEL, 2004) modificado.

3.5.6. Utilizacdo de OCTAPOL

Adicionou-se 100 ml do mel diluido a 150 g/L de Acucares Redutores
(AR), em um baldo de fundo chato de 200 ml, equipado com uma tampa.
Adicionou-se cerca de 5 a 6 g do reagente OCTAPOL, um clarificante
produzido pela Baddley Chemicals Inc., depois tampou-se bem e agitou

vigorosamente por cerca de 20 segundos. (Baddley Chemicals Inc.).

3.6. Diluicao inicial, inversao e clarificacao.

Para o preparo de 6L de mel invertido a 318 g/L de ART seguiu-se a
metodologia:
1) Mediu-se 3 litros do mel rico concentrado (aproximadamente 600 g/L
de ART) e transferiu-se para um erlenmeyer de 6 L;
2) Adicionou-se ao Erlenmeyer, 300 mL de uma solucdo tampéo de
acetato a pH 4,5;
3) Pesou-se 0,36g da enzima invertase e adicionou-se ao erlenmeyer;
4) Completou-se o volume do erlenmeyer para 6 L
5) Leva-se o erlenmeyer a um banho termostatico a 50°C, com agitagéo,
por, pelo menos, duas horas;
6) Em seguida, essa solucao foi esterilizada em autoclave, a 121°C, por

20 minutos;
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Por fim, a concentracdo de ART dessa solucdo, foi medida em

triplicata.

Os ensaios foram realizados diluindo-se a solucao obtida, utilizando-se esse

meétodo. Apos as diluicdes, faz-se uso do processo de clarificacdo, dito no item

3.5.6, utilizando polieletrélito aniénico de aluminio.

3.7. Esterilizacao

1)

2)

Embalou-se uma série de instrumentos que foram utilizados nas
fermentacdes realizadas, dentre os quais se podem destacar: 0s
erlenmeyers com mel diluido, com ureia e com KH,PO,4, um erlenmeyer
de um litro com cerca de 1000 ml de agua destilada, um erlenmeyer de
meio litro vazio e Kitassatos de um litro (fermentadores) com algodéo na
abertura das mangueiras, todos selados com tampao justo de algodéo 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, bastéao de vidro, rolhas dos fermentadores, embalados
com fita adesiva e papel jornal ou Kraft;

Colocaram-se os instrumentos em autoclave, fechou-se a mesma e
deixou-se por 20 minutos a pressao relatva de um atm.
(aproximadamente 120 °C), desligando-se o equipamento e retirando-se

no dia seguinte pela manha, apos o resfriamento do mesmo.

3.8. Preparo do Inéculo

1.

Em capela de fluxo laminar, previamente limpa com &lcool 70%,
suspendeu-se aproximadamente 15-20g de levedura na forma de
Fermento Seco, Fleischmann®, em 200 ml de agua.

Adicionou-se 10 ml de Ureia e 10 ml de KH,PO, com uma pipeta

volumétrica no mesmo frasco, conforme citado no item 3.2.
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3.9. Conducéao dos ensaios

Foram utilizados dois tipos de substrato: mel invertido e mel invertido e
clarificado. Ambos os acucares, foram suplementados de acordo com o item
3.2. Os ensaios foram realizados de modo a se obter parametros cinéticos e de
rendimento, além de verificar o comportamento da levedura. Para este fim,
como variaveis, utilizaram-se: a concentragdo inicial de substrato (S, AR em
g/L), o tipo de substrato utilizado como ja dito anteriormente (mel invertido ou
mel invertido e clarificado), o regime de operacdo (descontinuo {batelada},
descontinuo alimentado com alimentacdo em pulsos e descontinuo alimentado
com alimentacdo variada) e a concentracdo inicial de célula. Mantiveram-se
fixas, a temperatura em 32°C e, nao foi ajustado o pH inicial. A tabela 1 abaixo

resume, de maneira geral, as condices de cada ensaio realizado.

Tabela 3 - Condic8es iniciais dos ensaios realizados.

Clarificagao Concentragéo
Ensaios Regime de Operacéo Prévia do d &
AR e AR (g/L)
33,04
Nao 32,02
3 53,99
4* Descontinuo 20,77
5* . 27,30
Sim
6* 164,03
7* 66,91
. Insercéo
Ensaios Mel
1 Nao 33,40
8 2* sim 21,55
. . . |
3 Descontinuo Alimentado C/ Alim. Em 24,60
Pulsos
9 1 Nao 31,62
2% Sim 151,79
. Insercéo
Ensaios Mel
1 Nao 31,52
10 .
2% Sim 48,03
1 ) , Nao 29,57
11 Desc. Alim. C/ Alim. Const. .
2% Sim 71,26
1* . 66,91
12 Sim
2* 84,84

*Mel Invertido e Clarificado.
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3.9.1. Ensaios em regime Descontinuo

Os ensaios descontinuos, de maneira geral, utilizaram-se os seguintes

passos para a sua realizacao:

1.

3.9.2.

Esterilizam-se todas as vidrarias e materiais que serdo utilizados no
ensaio.

Em capela de fluxo laminar, previamente limpa com 4&lcool 70%,
suspendeu-se aproximadamente 15-20g de levedura em 200 ml de
agua, adicionando 10 ml de Ureia e 10 ml de KH,PO,4, conforme citado
no item 3.2. Pesaram-se quantidades de substrato de modo a se obter a
concentracdo inicial desejada de AR. Faz-se necesséario a diluicdo e
inversdo prévia do mel concentrado, além de para alguns ensaios a
prévia clarificacdo do mel.

Ainda em capela de fluxo laminar, também se pesa quantidade
suficiente de mel para obter-se a concentracao inicial em torno de 20 -
150g/L, e completa-se para se obtiver uma massa final (Volume) em
aproximadamente em 900g de mosto. Transfere-se tudo para frascos
kitassatos de 1L.

Em seguida, o fermentador, era colocado em banho térmico para
controle de temperatura e iniciavam-se as fermentacdes.

A retirada de amostras foi realizada em tempos determinados. Agitou-se
o fermentador e retirou-se amostras de mosto com uma pipeta de vidro
de 20 ml ja autoclavada.

As amostras eram levadas a um banho de gelo por 3 minutos e logo
apos, centrifugadas a 5000 rpm por 5 min.

Em seguida, o sobrenadante, era coletado em frascos de 15 ml,
medindo seu pH, utilizando pHmetro. As células foram lavadas e
centrifugadas mais 2-3 vezes, para retirar residuos do sobrenadante.
Apoés o ensaio, foram realizadas as analises para medir a concentragao
de células, AR e etanol.

Ensaios em regime descontinuo alimentado

Os ensaios, em regime descontinuo alimentado, foram realizados pela

mesma metodologia do item 3.6.1, apenas o modo de alimentagdo era

diferenciado. Abaixo, segue-se a conducdo da alimentacdo para cada ensaio

de forma separada.
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Ensaio 7 (E7)

Foi conduzida de forma que se adicionaram trés pulsos de mel. No
primeiro pulso, foram adicionados 300g de mel invertido a 100g/L em um
volume final medido em massa em torno de 900g, apés a fermentacgéo, no qual,
duraram 90 minutos, tendo uma massa final de cerca de 790g.

Logo em seguida, foi inserido mel invertido e clarificado para completar
novamente a massa de 900g de mosto. Estes processos de adicionar
novamente mel invertido e clarificado levaram cerca de 10 minutos para iniciar
novamente as fermentagoes.

Repetiu-se o processo anterior para o terceiro pulso.

Ensaio 8 (E8)

Este ensaio foi conduzido de forma semelhante ao ensaio 8, todavia,
apenas 2 pulsos de mel. O primeiro pulso foi realizado pelo mesmo processo
citado anteriormente para o ensaio 8 (E8). Adicionaram-se 300g de mel
invertido a 100g/L em uma massa final de 900g e, ap6s a fermentacdo de 90
minutos, retirou-se cerca de 200g do mosto.

Logo em seguida, foi inserida 305g de mel invertido e clarificado, ou
seja, apresentando uma concentracao inicial de AR de 150g/L. Neste segundo

pulso a fermentagé&o ocorreu em 180 minutos.

Ensaio 9 (E9)

Para o ensaio 9, a alimentacdo foi conduzida de forma diferente. Ao
invés de uma alimentacdo em pulsos, alimentou-se de forma continua por um
periodo que denominou-se de “enchimento”, em que adiciona-se mel invertido
e clarificado em uma determinada vazao.

Na primeira fase, utilizou-se de uma fermenta¢do descontinua como nos
ensaios 7 e 8. Apos o término da fermentacao, retirou-se quantidade de mosto
para que ao se completar com 300g de mel invertido e clarificado, novamente

apresentasse massa final de 900g.
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Alimentou-se cerca de 300g do mel, na concentracdo de 150g/L e com
vazao de 3 g/min, esse periodo de alimentacdo durou 100 minutos. Logo apoés
o término da alimentacdo, o regime da fermentacdo volta a se tornar

descontinua.

Ensaio 10 (E10)

Para o ensaio 10, alimentou-se de forma continua por um periodo
conforme o ensaio 9, porém em uma vazao maior, 10 ml/min.

Na primeira fase, utilizou-se de uma fermentacéo descontinua como nos
ensaios 7 e 8. Apos o término da fermentacéo, retirou-se quantidade de mosto
para que ao se completar com 300g de mel invertido e clarificado, novamente
apresentasse massa final de 900g.

Logo apos, alimentou-se cerca de 300g do mel, na concentracdo de
150g/L e vazao de 10g/min, no qual duraram 30 minutos.

Ensaio 11 (E11)

No ensaio 11, foi conduzida de forma diferente a alimentagé&o.
Alimentou-se um pulso e depois de forma continua por um periodo em que se
denominou de “enchimento”, em que se adicionou mel invertido e clarificado
em uma determinada vazao, agora a mesma gue para o ensaio 9, 3g/min.

Portanto, conduziu-se o ensaio 11. Na primeira fase, foram adicionadas
100g de mel invertido e clarificado a 210 g/L em um volume de 300g, o que
daria aproximadamente uma concentracao inicial de 70,00 g/L. Sendo assim,
temos que nossa concentracédo inicial de AR real foi de 66,91 g/L Logo apés a
fermentacdo que durou 90 minutos, no qual foi retirada aproximadamente 15
ml de mosto por amostra, obteve-se, no final, 210g de mosto.

Logo em seguida, foi adicionado quantidade de mel invertido e
clarificado para que se complete novamente ao volume final 300g, ou seja,
adicionou-se cerca de 90g de mel invertido e clarificado, isto €, adicionou-se
primeiramente um pulso na Concentragéao de 145 gJ/L.
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Também se iniciou a adicdo de 600g de mel invertido e clarificado, para
uma massa final de 900g no seu total, a 145 g/L na vazao de 3 g/min, no qual

durou cerca de 163 minutos para o final do “enchimento”.

3.10. Métodos Analiticos

3.10.1. Medida de pH

Apoés a centrifugacdo das amostras, separando o vinhedo da levedura,

mediu-se o pH das amostras utilizando pHametro previamente calibrado.

3.10.2. Medida de CO, (medida qualitativa)

Ap6és iniciada a fermentacao, em tempos distintos, mede-se o nimero de

bolhas de gas carbbnico desprendida durante um minuto.

3.10.3. Medida de Biomassa

Método Espectrofotométrico: suspendeu-se uma aliquota da amostra de
material celular e, entdo, mede-se sua absorbancia a 610nm. A diluicdo é feita
de modo a concentracao celular na amostra diluida estar na faixa de 0 a 0,6 g/L
em massa Umida (OLIVO, 1985).

A curva padrao, foi confeccionada medindo a concentragéo celular de
varias amostras pelo método espectrofotométrico, plotando esses valores em
um grafico obtemos a curva padrédo utilizada. A curva padrao esta apresentada

no Apéndice A.

3.10.4. Medida de concentracado de substrato

Método DNS modificado: essa metodologia utiliza o DNS (acido 3,5-
dinitrossalicilico), proposta primeiramente por Sumner, 1921, modificada para
um comprimento de onda diferente e uma diluicdo da amostra com agua por

Zanin e Moraes, 1987.
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A curva padrao foi confeccionada medindo a concentracdo de AR em
varias amostras pelo método DNS. Plotando esses valores em um grafico,
obteve-se a curva padrdo utilizada. A curva padrdo estd apresentada no
Apéndice B.

3.10.5. Medida de concentracao de etanol

Uma aliquota de 7 ml de cada amostra, foi destilada utilizando um
microdestilador (TECNAL TE-012). Em seguida, essas amostras foram
analisadas em cromatografo a gas VARIAN, modelo 3300, utilizando coluna
Porapak Q. O injetor do cromatdgrafo foi mantido a 120°C, o detector a 150°C
e a coluna a 100°C. A fase mavel utilizada foi gas hélio. Foram injetados 1 pL

de amostra e cada corrida durava 3 minutos (SILVA, 2016).

3.11. Determinacdo dos parametros cinéticos

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente na
andlise da evolucéo dos valores de concentracdo de um ou mais componentes
do sistema de cultivo (biomassa, substrato, produtos), em funcao do tempo de
fermentacdo. A concentracdo microbiana (X) aumenta durante um cultivo
descontinuo, aumentando consequentemente a concentracdo do complexo
enzimatico responsavel pela transformacdo do substrato (S) no produto (P)
(HISS, 2001).

A partir dos dados obtidos, foram ajustadas curvas para as futuras
analises dos valores de concentracfes estudas. No caso da concentracao
microbiana, foram utilizados ajustes constantes, no qual se pode indicar o
comportamento da concentracéo celular. Para as concentracdes de Substrato e
Produto é possivel fazer um paralelo, com ajustes polinomiais que melhor
representa seus aspectos, em cada ensaio realizado. Os ajustes realizados e
suas equacdes que o regem, estdo apresentados no apéndice C.

Desse modo, utilizam-se os valores das velocidades instantédneas de
crescimento celular, consumo de substrato e formac¢éo do produto com respeito
ao valor de X em um dado instante, segundo as equagfes 6,7 e 8 abaixo
(GADEN, 1955):
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Equacéo 6 - Velocidade especifica de crescimento

1 dX
M=% ar

Equacao 7 - Velocidade especifica de consumo de substrato

_1.ds
Hs =% ae

Equacdo 8 - Velocidade especifica de formacéo de produto

1 dP

#P:}-E

3.11.1. Determinacdo das Velocidades Especificas de Crescimento,

Consumo e Producéao de Etanol.

Para se calcular as velocidades especificas de crescimento, consumo e
producado de etanol, utilizou-se a metodologia proposta por Gombert, citada por
Hiss, 2001. Essa metodologia apresenta uma forma bastante préatica e simples
de calcular velocidades especificas a partir de dados experimentais de cultivo
de células. Para isso, desenvolveu-se uma planilha do Microsoft Excel

contendo equacgfes do método geométrico de calculo de derivadas.

3.11.2. Determinagdo das Velocidades de Crescimento, Consumo e
Producéo de Etanol.

As velocidades instantaneas foram calculadas a partir das velocidades

especificas de Consumo de Substrato e Producdo de Etanol. Segundo as

equacdes 9 e 10.

Equacédo 9 - Velocidade Instantdanea de Consumo de Substrato.

rs = X. ls
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Equacédo 10 - Velocidade Instantdnea de Producé&o de Etanol.

rp = X. Up

3.11.3. Calculo dos Fatores de Conversao e Rendimento.

Os fatores de conversao Yys e Ypss foram calculados por meio do
coeficiente angular que relaciona a quantidade de microrganismo ou etanol
produzido com o consumo do substrato. Foram calculados segundo as

equacoes:

Equacgéo 11 - Calculo do fator de converséo do substrato em célula

Lo X=X
XIS T 5, =8

Equagéo 12 - Calculo do fator de conversdo do substrato em produto

. _P=P
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4. Resultados e Discussodes

4.1. Resultados Clarificagéo

Primeiramente, através da teoria observada no item (2.3.), denota-se
que os métodos classicos de clarificagdo do caldo de cana, estdo cada vez
mais em desuso. Pode-se notar que industrialmente, ndo sem empregam mais
0s métodos separadamente, agora sdo empregados métodos em conjuntos,
como basicamente a sulfitacdo junto com a calagem e adicdo de compostos
poliméricos. E ainda assim, novos métodos de clarificacdo estdo sendo
testadas, para substituicdo dos métodos classicos no futuro.

No presente trabalho, ndo se trabalharam com os métodos da sulfitacdo
e da fosfatacdo, pois os elementos como o enxofre € um composto altamente
toxico, além de produzir como precipitado, sulfito de calcio. Por este motivo,
trabalhou-se com os processos alternativos da clarificacdo do caldo para se
clarificar o mel.

Observaram-se na tabela 4, os dados obtidos dos diversos testes
preliminares de clarificacdo do mel, no qual, constatou-se que, os melhores
resultados em volume precipitado de coloides foram: utilizacdo do tratamento
de calagem com utilizacdo de polieletrélito e a utilizacdo somente de
polieletrolito de aluminio na concentracao de 5% em volume. No qual obteve-se
em ambos o0s casos cerca de 20ml de volume precipitado e os melhores
resultados referentes a perda de acucares redutores 10% e 2%
respectivamente. Portanto escolheu-se para os ensaios fermentativos o método
utilizando polieletrélito de aluminio como processo de clarificacdo neste

trabalho.
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Tabela 4 - Dado sobre os volumes precipitados de coloides e perdas de aglicares

redutores
Método V amostra (ml) V precipitado Perda de Acucar
(mli)
Octapol®* 50 8 13%

Cal Hidratado 50 20 10%
Acido Sulfurico 50 15 15%
Acido Fosforico 50 15 15%

EDTA 50 10 13%
Terra Diatoméacea 50 20 11%
Polieletrolito 50 20 2%

* O OCTAPOL® ¢é um reagente quimico com multi componentes, desenvolvido pela Baddley Chemicals

Inc. para clarificagdo do caldo e a determinagdo da sacarose contida na cana de agucar e ou na beterra,

nas usinas e destilarias, antes da analise polarimétrica.

4.2. Resultados das fermentacfes descontinuas

Os resultados referentes as fermentacdes descontinuas estéo
apresentados concomitantemente as suas respectivas discussdes, tanto ensaio
a ensaio, quanto em grupos de ensaios, estes referenciados na tabela 3 do
capitulo de materiais e métodos (item 3.9.). As tabelas e figuras que seguem
nas proximas paginas apresentam uma série de informacdes relativas as
amostras de mosto coletadas, dentre os quais se encontram: pH do mosto,
variacdo de CO, (medida qualitativa), concentracdo celular, concentracdo dos
acucares redutores (AR), concentracdo de etanol e velocidades especificas de
consumo de substrato e de producado de etanol em funcao do tempo. Os dados,
referentes ao desprendimento de CO,, estdo apresentados no apéndice D, e
suas respectivas tabelas.

Nos ensaios descontinuos, compararam-se 0s resultados utilizando mel
invertido e mel invertido e clarificado, em que se utilizaram concentragcdes em
torno de 20 — 150 g/L, e concentracdes celulares da ordem de 13 g/L a

concentracfes aproximadas de 20 g/L em massa seca. Nos ensaios, de 1 a 3
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foram realizados, utilizando mel invertido ndo clarificado. Por outro lado, nos

ensaios 4 a 6 foram utilizados mel invertido e clarificado.

4.2.1. Resultados referentes as fermentag6es descontinuas utilizando mel

invertido

Ensaio 1 (E1)

A tabela 5, apresenta os resultados das diversas variaveis avaliadas
durante o tempo de fermentacdo, como os resultados de pH, concentracao
celular, concentracdo de acucares redutores, concentracdo de etanol,
velocidades especificas de consumo dos aglcares redutores e producdo de

etanol em funcéo do tempo.

Tabela 5 - Variacdo do PH do mosto, Concentracdo Celular (X), Concentracdo de
AclUcares Redutores (AR), Concentracdo de Produto (Etanol), Velocidade Especificas de
consumo de Acgucar Redutor (us) e Velocidades especificas da Produgao de Etanol (up)
em funcdo do tempo em minutos, para o ensaio 1.

Tempo pH X AR Etanol uS uP
0 5,18 17,64 33,04 0,73 0,0295 0,0050
15 5,01 17,64 25,28 2,05 0,0312 10,0083
30 4,89 17,64 17,10 4,23 0,0289 0,0100
45 4,86 17,64 9,50 6,86 0,0228 0,0102
60 4,87 17,64 3,49 9,54 0,0129 0,0088
75 4,93 17,64 0,10 11,85 0,0000 0,0059
90 4,95 17,64 0,33 13,40 0,0000 0,0059

A partir da tabela 5, representam-se os dados e as curvas ajustadas,
quanto a variacdo das concentracdes de células, AR e etanol em funcéo do

tempo, Apresentada na figura 5.
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Figura 5 - Variacdo das concentracdes de células, AR e Etanol em funcéo do tempo, para
0 ensaio 1.

Verifica-se, através das curvas da figura 5, nesse ensaio realizado em
baixa concentracéo inicial de acucares redutores (AR), com cerca de 33,00 g/L,
seu consumo se deu em 90 minutos, isso em funcdo da elevada concentracéo
celular utilizada, em torno de 17,7 g/L em massa seca. Tal consumo do AR
levou a producéo de etanol na ordem de 13,40 g/L, portanto 78,4% do valor
estequiometricamente possivel.

A figura 6, mostra os dados da variacao de gas carbénico (CO) e do pH
em funcdo do tempo, observou-se desses dados do desprendimento de gas
carbdnico, um comportamento associado ao consumo do substrato e a
formacdo do etanol, mesmo sendo uma medida meramente qualitativa do

namero de bolhas desprendidas ao longo da fermentacéo.
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Figura 6 - Variagdo de CO, (medida qualitativa em bolhas/min) e pH em funcéo do tempo,
para o ensaio 1.

Em conformidade com a figura 6, verifica-se a diminuicdo do pH ao
longo de grande parte do ensaio, diminuindo de uma valor aproximadamente
de 5,18 para um minimo de 4,86, em 45 minutos de fermentacdo, voltando a
subir logo em seguida, e atingindo no final da fermentacéo valores da ordem de
4,95. Aliado ao que se observa no perfil de pH, constatou-se, que a curva
qualitativa de bolhas de dioxido de carbono (CO;) desprendido ao longo do
cultivo, corrobora com tal mudanca dos valores de pH. Ou seja, o
desprendimento de CO, ao longo da fermentacédo, provoca uma diminuicdo do
pH do meio fermentativo.

A figura 7 apresenta os resultados das velocidades especificas de
consumo do substrato e formacéo de produto calculado, obtidas a partir das
curvas ajustadas e pelo método geométrico, conforme citado no capitulo de

materiais e métodos.
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Figura 7 - Variacao das velocidades especificas de consumo e producédo em fungéo do
tempo, para o ensaio 1.

Através dessa figura 7, verifica-se para esse ensaio em particular, que a
velocidade de consumo do AR foi mais elevada no inicio do cultivo, chegando
ao seu maximo em 15 minutos. Enquanto a velocidade de producéo de etanol €
mais elevada no meio do cultivo, chegando ao seu maximo em 45 minutos.

Portanto para este primeiro ensaio, observa-se que a producao de etanol
parece ndo estar totalmente associada ao consumo de substrato (AR), mas
pode-se supor que essa defasagem esteja ocorrendo devido a imprecisdo dos
resultados experimentais tanto nas medidas dos dados quanto em seus ajustes
e manipulacbes matematicas, visto que o processo de producdo de etanol é

sistematicamente associado ao consumo do substrato.

Ensaio 2 (E2)

A tabela 6 apresentam os resultados das diversas variaveis avaliadas

durante o tempo de cultivo, como ja descrita anteriormente.
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Tabela 6 - Variacdo do PH do mosto, Concentracdo Celular (X), Concentracdo de
AcuUcares Redutores (AR), Concentracdo de Produto (Etanol), Velocidade Especificas de
consumo de Acgucar Redutor (ys) e Velocidades especificas da Produgao de Etanol (up)
em funcao do tempo em minutos, para o ensaio 2.

Tempo pH X AR Etanol uS uP
0 5,14 18,20 32,02 1,00 0,0047 0,0034
15 4,90 18,82 30,60 2,03 0,0111 0,0053
30 4,81 20,00 25,14 4,16 0,0215 0,0080
45 4,83 18,75 17,65 6,78 0,0251 0,0086
60 4,78 21,18 10,15 9,30 0,0215 0,0072
75 4,81 19,97 4,69 11,09 0,0111 0,0038
90 4,81 22,50 3,27 11,55 0,0047 0,0016

A partir dos dados apresentados pela tabela 6, obtém-se as curvas

apresentadas pelas figuras 8 e 10.
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Figura 8 - Variacdo das Concentracdes de Células, AR e Etanol em funcéo do tempo,
para o ensaio 2.

Na figura 8, constatou-se inicialmente que o ensaio também foi realizado
em baixa concentracao inicial de aguUcares redutores (aproximadamente 32,0
g/L), e que a fermentacdo se deu em torno de noventa minutos, devido a
elevada concentracdo celular utilizada no in6culo, em torno de 20,0 g/L em
massa seca.

Neste ensaio, pode-se perceber a variagdo na concentracao celular e

sua dificuldade nas medidas.
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Também atraves da figura 8, pode-se verificar que o consumo de AR,
levou a producéo de etanol na ordem de 11,5 g/L, portanto 78,6% do valor
teorico possivel de ser produzido.

A figura 9, diz respeito a variacao de gas carbénico (CO;) em funcéo do
tempo, observou-se como uma medida qualitativa do numero de bolhas

desprendidas ao longo da fermentacao.
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Figura 9 - Variac&o de CO, (medida qualitativa: bolhas/min) e pH em funcéo do tempo,
para o ensaio 2.

Através da figura 9, também se notou a ocorréncia de uma diminui¢ao
do pH, de um valor de 5,14 para um minimo de 4,81, em 30 minutos de
fermentacdo, e a partir deste valor, verifica-se que o pH se mantém
praticamente constante, apresentando apenas variacdes pequenas no decorrer
da fermentacdo. Neste caso, a curva do gas carbdnico demonstra melhor de
como se deu a fermentacédo, apresentando um alto desprendimento de bolhas
a partir dos 30 minutos, chegando apresentar 200 bolhas/min, corroborando
assim com a queda de pH. E nos minutos finais, observa-se a queda de CO,
desprendido, indicando o final da fermentagao.

A figura 10, neste ensaio, demonstra o perfil de uma fermentacdo, em
que se observa fielmente que a producdo de etanol estd associada ao

consumo de substrato, no caso, os agucares redutores.
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Figura 10 - Variacdo das velocidades especificas de consumo e producdo em funcéo do
tempo, para o ensaio dois.

Ensaio 3 (E3)

A tabela 7 apresenta os resultados das diversas variaveis avaliadas

durante o tempo de fermentacdo, conforme os ensaios anteriores.

Tabela 7 - Variacdo do PH do mosto, Concentracdo Celular (X), Concentracdo de
Acucares Redutores (AR), Concentracdo de Produto (Etanol), Velocidade Especificas de
consumo de Acgucar Redutor (us) e Velocidades especificas da Produgao de Etanol (up)
em fungdo do tempo em minutos, para o ensaio3.

Tempo pH X AR Etanol uS uP
0 5,14 19,38 53,99 1,03 0,0133 0,0027
15 4,88 19,38 50,26 1,97 0,0213 0,0053
30 4,84 19,38 40,14 3,46 0,0367 0,0065
45 4,81 21,43 32,17 5,84 0,0320 0,0065
60 4,91 20,00 16,87 8,20 0,0315 0,0070
75 4,95 17,65 9,74 10,92 0,0261 0,0062
90 4,99 20,09 4,56 12,85 0,0159 0,0019

Segundo a tabela 7, avaliaram-se as curvas e dados da variagdo das
concentracoes celulares, AR e etanol em funcéo do tempo (figura 11). Variagcéo
das curvas das velocidades especificas (Us e pp) em funcdo do tempo (figura

13). Além dos dados de CO, desprendido e pH em fungéao do tempo (figura 12).
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Figura 11 - Variac&o das Concentracfes Celular, AR e Etanol em fun¢do do tempo, para o
ensaio 3.

Através da figura 11, notam-se perfis semelhantes apresentados nos
ensaios anteriores, porém diferenciados na producdo de etanol. Neste caso,
apresentando praticamente um perfil de uma semirreta. Contudo, neste ensaio,
a concentragcdo de acUcares redutores inicial, € da ordem de 54 g/L, superior
aos dois primeiros ensaios. Além disso, constatou-se que a concentracao final
de etanol atinge 11,8 g/L de etanol, em vista disso, o valor foi muito abaixo do
valor teorico esperado, tendo um rendimento final de cerca de 47%. Aliado a
isso, a concentracéo celular a partir de 50 minutos de fermentacéo, passa a ter
resultados muito controversos, demonstrando uma grande imprecisdo nas
coletas das amostras que aparentemente afetou os resultados desse ensaio.

Todavia, observa-se através dos dados da figura 8, a ocorréncia de uma
variacdo do pH e do desprendimento do gas carbbnico compativel com uma
fermentacdo normal, que ndo foi bem conduzida em sua avaliacdo tanto na
concentracdo celular quanto da producdo do etanol nos periodos finais da

fermentacao.
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Figura 12 - Variacdo de CO, (medida qualitativa: bolhas/min) e pH em func&o do tempo,
para o ensaio 3.

Embora os resultados obtidos nao tenham sido de grande valia, a figura
13, demonstra, novamente, que a producdo de etanol estd associada ao
consumo de substrato, embora em uma escala bastante inferior no caso da

producao do etanol.
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Figura 13 - Variacdo das velocidades especificas de consumo e producdo em funcéo do
tempo, para o ensaio 3.
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4.2.2. Discussado Geral dos ensaios descontinuos utilizando mel invertido

Todos 0s ensaios apresentaram comportamentos similares quanto a
suas cinéticas: de consumo de substrato (AR), e de producdo do etanol em
funcdo do tempo. Pode-se verificar a ndo ocorréncia de crescimento celular
significativo, devido, principalmente ao fato que os ensaios, foram realizados
com altos valores de concentracdo celular inicial em massa seca. Ja para as
concentracfes celulares, observa-se, para os ensaios 2 e 3, as dificuldades e
peculiaridades da medicao da concentracdo celular utilizando mel invertido néo
clarificado, também apresentados nos ensaios de SILVA (2016).

Quanto a producdo de etanol, nota-se, rendimentos em torno de 78%
para 0S ensaios 1 e 2 e para 0 ensaio 3, o rendimento cai para
aproximadamente 50%.

Constata-se pela figura 14, que nos ensaios 1 e 3, que tanto o pH
quanto a curva de CO,, sédo similares, apresentando um aumento no
desprendimento das bolhas de CO; no ponto de minimo pH. Ademais com a
reducdo do gas carbbnico gerado, ocorre um aumento do pH do meio. Este
perfil apresentado pelos ensaios 1 e 3, também foram observados nos ensaios
de ACORSI (2012) e SILVA (2016), que trabalharam tanto com mel invertido
guanto com mel néo invertido. Com excec¢do do ensaio 2, presenciou-se um

comportamento atipico do pH.
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Figura 14 - Variacdo do pH do meio em func&o do tempo nos ensaios com mel sem
prévia clarificacéo.
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Além de tudo isso, nos ensaios 2 e 3, pode-se notar, que a producao de
etanol estd associada ao consumo de substrato, modelo este proposto por
GADEN (1955).

Ao comparar, as figuras, 0s seus ajustes das concentracfes de consumo
de substrato (AR) e producdo de etanol, com os dados das bolhas de CO,
desprendidas, além disso, com as velocidades especificas. Verificou-se que as
figuras, apresentam perfis que se assemelham entre si, como por exemplo no
ensaio 3. Ao se avaliar o periodo entre 30 e 80 minutos, constatou-se que as
velocidades especificas, mantiveram-se constantes, bem como o gas carbdnico
desprendido. E ao avaliar com os perfis de consumo e producéo, percebe-se
nesse mesmo periodo, uma reta constante na producdo de etanol e

praticamente uma reta no consumo dos acucares redutores.

4.2.3. Resultados referentes as fermentacfes descontinuas utilizando mel
invertido e clarificado

Os resultados, para as fermentacbes descontinuas, utilizando mel
invertido e clarificado, serdo apresentados, a seguir, seguindo os modelos
anteriores, conforme o item 4.2.1. Os dados referentes ao CO, em funcéo do

tempo estédo apresentados no apéndice C.

Ensaio 4 (E4)
A tabela 8, apresentada logo abaixo, exibe os dados obtidos da

fermentacao realizada para o quarto ensaio.

Tabela 8 - Variacdo do PH do mosto, Concentracdo Celular (X), Concentracdo de
AclUcares Redutores (AR), Concentracdo de Produto (Etanol), Velocidade Especificas de
consumo de Acgucar Redutor (ys) e Velocidades especificas da Produgao de Etanol (up)
em funcdo do tempo em minutos, para o ensaio 4.

Tempo pH X AR Etanol uS uP
0 5,25 13,47 20,77 1,48 0,0194 0,0074
15 5,20 14,25 15,93 5,37 0,0237 0,0069
30 5,05 11,15 11,82 4,40 0,0271 0,0058
45 5,00 14,47 4,38 4,96 0,0203 0,0049
60 5,03 14,25 2,05 7,64 0,0109 0,0042
75 5,12 14,83 1,51 7,95 0,0047 0,0036

90 5,13 13,89 1,32 8,48 0,0026 0,0033
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As figuras 15,16 e 17 a seguir, apresentam, respectivamente, dados e
curvas sobre variacdo das concentragfes celulares, dos acgucares redutores
(AR) e do produto (etanol), dados de CO, desprendido e pH, além da variagdo

das velocidades especificas (us e pp), todas em funcéo do tempo.
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Figura 15 - Variac&o das Concentracfes Celular, AR e Etanol em funcéo do tempo, para o
ensaio 4.

Pelas curvas da figura 15, verificam-se, no quarto ensaio, os perfis de
consumo de AR e de producao de etanol, apresentam perfis semelhantes ao ja
visto nos ensaios anteriores, demonstrando que a clarificacdo do mel, ndo
mostrou influéncia negativa observavel na cinética do processo. Observa-se
também que o consumo total de AR, se deu em torno de noventa minutos, e
que tal consumo, levou a producdo de etanol da ordem de 7,0 g/L, sendo
70,43% do valor teoricamente possivel.

Outro dado que se pode notar, € a questdo da concentracéo celular, que
para este ensaio, mostraram-se em sua grande maioria pontos proximos da
reta ajustada, aproximadamente de 14g/L, indicando que a clarificacdo
possibilitou a melhora dos dados de concentracao celular.

Neste ensaio, analisou-se pela figura 16, o perfil de pH tende a um ponto
de minimo em 45 minutos, no qual constata-se 0 maximo numero de bolhas
desprendidas de CO,. Consequentemente o perfil de pH, esta aliada ao perfil

de gas carbonico liberado através da fermentacdo, demonstrando, desta
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maneira, como se deu a fermentacdo para o0 quarto ensaio. Também se

destaca, no segundo periodo de fermentacdo, o pH sofre um leve aumento,

associado com a diminui¢ao do desprendimento de CO, formado.
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Figura 16 - Variacdo de CO, (medida qualitativa: bolhas/min) e pH em func&o do tempo,

para o ensaio 4.

Na figura 17, nota-se o perfil das velocidades especificas de consumo de

substrato (us) e de produgao de etanol (up). No qual, se verifica um perfil

decrescente de ambas as velocidades. Sendo assim, infere-se que a producéo

de etanol esta associada ao consumo do substrato.
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Figura 17 - Variacdo das velocidades especificas de consumo e producdo em funcéo do

tempo, para o quarto ensaio.
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Ensaio 5 (E5)

Com base na tabela 9 e dos dados de CO,, descrevem-se os dados e as

curvas ajustadas (figuras 18, 19 e 20).

Tabela 9 - Variacdo do PH do mosto, Concentracdo Celular (X), Concentracdo de
AclUcares Redutores (AR), Concentracdo de Produto (Etanol), Velocidade Especificas de
consumo de Agucar Redutor (ps) e Velocidades especificas da Produgao de Etanol (urp)
em funcao do tempo em minutos, para o ensaio 5.

Tempo pH X AR Etanol uS pP

0 4,83 16,57 27,30 2,69 0,0415 0,0074
15 4,81 19,08 12,92 5,38 0,0317 0,0071
30 4,85 17,62 12,14 6,60 0,0188 0,0055
45 4,85 18,20 3,83 7,65 0,0111 0,0032
60 4,94 19,63 3,65 8,64 0,0065 0,0015
75 4,9 16,10 1,55 8,47 0,0038 0,0007
90 4,91 17,92 1,23 9,06 0,0033 0,0004

A figura 18 demonstra o perfil da concentracdo celular, concentracao dos
acucares redutores e concentracdo do produto (etanol). Neste ensaio, pode-se
observar o mesmo perfil da variagdo das concentragcdes observados nos
demais ensaios. Conjuntamente nota-se a variacdo celular no decorrer da
fermentacdo, indicando a dificuldade na medicdo da mesma, inclusive
presencia-se que a variagao celular ndo ocorre de forma agravante igual nos
ensaios 2 e 3, nos quais, foram utilizados mel n&o clarificado

Outro fator avaliado, o consumo de AR levou a producao de etanol na

ordem de 6,37 g/L, indicando 47,8% do valor possivel.
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Figura 18 — Variacdo das concentra¢gdes Celulares, AR e Etanol em funcéo do tempo,

para o ensaio 5.

A figura 19 nos mostra a variacdo de pH e de CO, desprendidas, um

comportamento atipico.
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Figura 19 - Variacéo de CO, (medida qualitativa: bolhas/min) e pH em fun¢&o do tempo,

para o ensaio 5.

A partir da figura 20, nota-se novamente, as velocidades especificas,

séo decrescentes em toda a fermentagdo. Entretanto, pode-se também inferir

gue a producéo de etanol esta associada ao consumo de substrato.
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Figura 20 - Variacdo das velocidades especificas de consumo e produc¢do em func¢éo do

Ensaio 6 (E6)

tempo, para o ensaio 5.

Neste ensaio, podem-se verficar através da tabela 10, os dados obtidos

e também neste caso especifico, a utilizacdo de mel invertido e clarificado em

alta concentracao inicial de AR.

Tabela 10 - Variacdo do PH do mosto, Concentracdo Celular (X), Concentracdo de
Acucares Redutores (AR), Concentracdo de Produto (Etanol), Velocidade Especificas de
consumo de AcuUcar Redutor (Us) e Velocidades especificas da Producado de Etanol (ur)
em fungdo do tempo em minutos, para o ensaio 6.

Tempo pH X AR Etanol uS uP
0 4,87 16,70 164,03 1,29 0,0082 0,0101
30 4,78 17,37 142,10 6,49 0,0122 0,0106
60 4,74 14,19 137,40 10,38 0,0225 0,0116
90 4,69 15,74 131,14 16,47 0,0372 10,0122
120 4,70 16,29 122,41 24,52 0,0523 0,0126
150 4,70 15,02 66,02 29,28 0,0578 0,0125
180 4,70 19,41 51,69 34,69 0,0484 0,0121
210 4,70 16,40 36,70 36,42 0,0326 0,0114
240 4,71 15,27 28,79 46,96 0,0190 0,0104
270 4,72 13,72 11,24 52,35 0,0100 0,0093
300 4,73 12,26 11,36 52,89 0,0049 0,0081
330 4,75 15,96 8,88 57,48 0,0032 0,0075
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Constatam-se através da figura 21, os perfis de concentracbes
parecidas, conforme ja observados nos ensaios anteriores, porém a producgao
de etanol é praticamente constante, apresentando-se como uma reta
crescente. Neste caso em especifico, verifica-se que o perfil de consumo de
AR é bem caracteristico. Este consumo de substrato levou a producédo de
57,48 g/L em etanol, 70,87% do valor possivel teoricamente.

Observa-se que o perfil de concentracéo celular encontrado na figura 21,
apresentam caracteristicas semelhantes encontradas nos ensaios E4 e E5, que
em sua grande maioria, os dados obtidos estdo proximos da concentracdo
medida de 15,69 g/L.
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Figura 21 - Variacdo das concentracdes Celulares, AR e Etanol em fun¢do do tempo, para
0 ensaio 6.

Através da figura 22, apresentada na proxima pagina, pode-se observar
que o pH decresce de 4,87 até um valor minimo de 4,69 em 90 minutos, e a
partir deste ponto, seu pH se mantém constante até aproximadamente 270
minutos, ocorrendo no final da fermentagcdo um leve aumento de seu pH para
um valor de 4,75. Neste ensaio, a curva de gas carbonico desprendido durante
a fermentacdo, demonstra de forma clara como se deu a fermentacao, além da
mesma estar aliada com a curva de pH, pois no periodo em que o pH se
mantém constante, pode-se verificar que ocorre uma leve diminuicdo de CO,

formado até um ponto em que praticamente se mantém constante. E no
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periodo final da fermentacdo pode-se observar o leve aumento de seu pH e a

diminuicao da produgéo de CO..
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Figura 22 - Variacéo de CO, (medida qualitativa: bolhas/min) e pH em fun¢é&o do tempo,
para o ensaio 6.

A figura 23, demonstra o perfil de uma fermentacdo bem caracteristico,
em que se constatou a producdo de etanol associada ao consumo de

substrato, como nos ensaios 2 e 3.
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Figura 23 - Variacdo das velocidades especificas de consumo e produg¢do em funcgao do
tempo, para o ensaio 6.
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4.2.4. Discusséo geral dos ensaios descontinuos utilizando mel invertido

e clarificado

Todos 0s ensaios apresentaram comportamentos similares quanto a
suas cinéticas: de consumo de substrato (AR) e de producdo do etanol em
fungéo do tempo. Pode-se verificar que ndo ocorre crescimento celular, devido
ao fato dos ensaios terem sido realizados com altos valores de concentracéo
celular inicial em massa seca.

Para as concentracbes celulares, verifica-se alguma variacdo, agora
provavelmente devido a manipulacdo experimental e ndo devido a presenca de
outros solidos em suspenséo.

Quanto a producado de etanol, observa-se rendimentos em torno de 70%
para 0s ensaios 4 e 6 e cerca de 48% para 0 ensaio 5

Nota-se pelas figuras 24 e 25, que nos ensaios 4 e 6, tanto o pH, quanto
a curva de COy, sao similares, apresentando um aumento no desprendimento
das bolhas de CO, no ponto de minimo de pH e com a reducdo do mesmo,

ocorre o0 aumento do seu pH. Ja para o ensaio 5, os resultados foram atipicos.
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Figura 24 — Variacdo do pH do meio em funcéo do tempo nos ensaios com mel invertido
e clarificado.
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Figura 25 — Variagdo do pH do meio em fung¢do do tempo no ensaio 6.

Como observado pelas figuras 15,18 e 21, pode-se perceber que para
0S ensaios 4 a 6, a producao de etanol esta associada ao consumo de

substrato, modelo este proposto por GADEN (1955).

4.2.5. Andlise das velocidades de producao de etanol e consumo do
substrato em funcao da concentracdo de AR nos ensaios descontinuos

Os resultados referentes as velocidades volumétricas de producao de

dapP as
etanol e de consumo de substrato (= e =, —-
dt dt’ Lmin

) em fung&o da concentragao

de AR (g/L), estdo apresentados na figura 26 para o ensaio 1 (El),
apresentado na pagina seguinte e nas figuras 27 a 31 respectivamente para 0s
ensaios E2 a E6.

*Observar que nas figuras a seguir, devem ser lidas no grafico da direita
para a esquerda, ou seja, da maxima concentracdo de AR para a minima

concentragao.

Ensaio 1 (E1)

Mediante a figura 26, verifica-se que as curvas, mostram uma velocidade
volumétrica de consumo de substrato, decrescente em toda sua fermentacao.
Além disso, apresenta velocidade maxima de consumo de substrato de
aproximadamente (0,55 gar/L.min). Enquanto para a velocidade de producédo

de etanol ela é crescente, da concentracao inicial até aproximadamente uma
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concentracdo residual de 10 g/L de AR e a partir deste ponto se torna

decrescente, com uma velocidade maxima de 0,18 getanol/L.min.
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Figura 26 - Velocidades de Consumo de AR e Producao de Etanol em funcéo da
Concentracdo de AR, para o ensaio 01.

Ensaio 2 (E2)

Pela figura 27, observa-se que ambas as curvas de velocidades sao
crescentes até a concentracdo aproximadamente de 20,0 g/L e a partir deste

ponto, € decrescente.
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Figura 27 - Velocidades de Consumo de AR e Producao de Etanol em funcao da
Concentracdo de AR, para o ensaio 02.
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Observa-se atraves da figura 28, o mesmo perfil apresentado no ensaio

02, considerando alguns erros experimentais na medicao.
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Figura 28 - Velocidades de Consumo de AR e Producéo de Etanol em funcéo da

Concentracdo de AR, para o ensaio 03.

Ensaio 4

Através da figura 29, constata-se que a velocidade de producédo de

etanol é decrescente em toda a sua fermentacéo, enquanto para o consumo de

substrato, observa-se um crescimento na velocidade até que a concentracao

caia até 10 g/L e se torne decrescente.
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Ensaio 5

Através da figura 30, ambas as velocidades sdo decrescentes em toda a

fermentacao.
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Figura 30 - Velocidades de Consumo de AR e Producéo de Etanol em funcéo da
Concentracdo de AR, para o ensaio 5.
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Ensaio 6

Através da figura 31, pode-se observar o melhor perfil das velocidades
volumétricas dos ensaios descontinuos, observando para a velocidade de
producdo de etanol um crescente inicial, mantendo-se constante por um longo
periodo e a partir da concentracdo de 50g/L, observa-se a velocidade
decrescente que corrobora com a diminuicdo dos acucares redutores do

ensaio.
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Figura 31 - Velocidades de Consumo de AR e Producéo de Etanol em funcéo da
Concentracdo de AR, para o ensaio 06.

Através das analises das figuras anteriores (26 a 31), pode-se observar
em praticamente todos os ensaios, uma mudanca de velocidade para consumo
de substrato de crescente para decrescente muito rapidamente. Esta mudanca
pode provavelmente ocorrer pela mudanca do substrato de glicose para
frutose. Através de estudos obtidos por Silva (2016), mostrou-se que a
levedura tem preferéncia por consumir, a glicose primeira ante a frutose.

Outro fator que se pode notar é o aumento das velocidades maximas do
consumo de substrato nos ensaios com mel invertido e clarificado, se
comparadas com as velocidades nos ensaios utilizando apenas mel invertido
nao clarificado, obtendo valores muito préximos de 1g/L.min (E6), enquanto

apenas 0,5 g/L.min (E2).
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4.2.6. Analise Quanto a Conversao e Rendimento das fermentacdes em

funcéo do tempo nos ensaios Descontinuos

Através da pesquisa nos ensaios 1 a 6, obtiveram-se, 0s seguintes
fatores de Conversdo Ypis € Yxs, além dos respectivos Rendimentos Reais e
Rendimentos, considerando, o ponto zero (Eq=0,0 g/L). Estes dados

apresentados na tabela 11. Inclusive, apresentam a razao entre So/Xo.

Tabela 11 - Tabela com os Valores de Conversdes para 0os Ensaios Descontinuos

0,
. Yors (8 nEtanol nEt:?moI (%) Razao
Ensaios Etanol/& o Considerando
(%) _ (So/Xo)
AR) Eo=0
1 0,41 79,40 80,23 1,87
2 0,40 71,80 78,28 1,61
3 0,28 55,48 59,91 2,65
4* 0,43 70,43 84,15 1,51
5% 0,35 47,82 68,49 1,53
6* 0,37 70,87 72,41 10,94

*Mel Invertido e Clarificado

Em relacédo aos rendimentos dos ensaios, primeiro, observou-se que os
pontos iniciais ndo estdo conforme se espera no inicio da fermentacdo, pois
nao deveria ser encontrado etanol nessas amostras. Verificou-se, portanto, os
rendimentos em Etanol considerando a Concentracdo de Etanol no ponto zero
(Eo= 0 g/L). Para os ensaios utilizando mel invertido nédo clarificado, obteve-se
E1=80,23%, E2=78,28% e E3= 59,91%. No terceiro ensaio (E3) esperava-se
pela sua razéo de substrato inicial por célula inicial que o rendimento em etanol
fosse maior, o que a partir dos dados obtidos ndo ocorre. Este fato pode ter
ocorrido por erros experimentais ou algum fator para que a célula nédo
produzisse etanol suficiente, podendo ser falta de nutrientes.

Para os ensaios utilizando mel invertido e clarificado (E4, E5 e E6),

observou-se também que o0s pontos iniciais em etanol ocorre um aumento
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comparado aos ensaios anteriores nado clarificados, considerando E=0 g/L
para comparagdo, obtemos rendimentos parecidos aqueles encontrados nos

ensaios com apenas mel invertido nao clarificado.

4.3. Resultados das fermentacdes descontinuas alimentadas

Os resultados referentes as fermentacbes descontinuas alimentadas
apresentadas nas paginas seguintes seguirdo o mesmo modelo das
discussbes dos ensaios anteriores, concomitantemente as suas respectivas
discussbes, tanto ensaio a ensaio, quanto em grupos de ensaios, estes
referenciados na tabela 3 do capitulo de materiais e métodos (item 3.9, pagina
29).

As tabelas e figuras que seguem nas proximas paginas, apresentam
uma série de informacdes relativas as amostras de mosto coletadas conforme
ja mencionado, dentre os quais se encontram: pH do mosto, variacdo de CO,
(medida qualitativa), concentracdo celular, concentracdo dos acucares
redutores (AR), concentracdo de etanol e velocidades especificas de consumo
de substrato e producdo de etanol em funcédo do tempo. Os dados, referentes
aos dados de CO,, também estéo apresentados no apéndice C.

Nos ensaios descontinuos alimentados, compararam-se os resultados
utilizando mel invertido nao clarificado, seguidos de alimentacdes utilizando mel
invertido clarificado, além de alimentacdo em pulsos ou alimentacdo em fluxo
continuo, em diferentes concentracdes de acglcares redutores utilizados.

O modo de operacdo utilizado em cada ensaio a seguir, esta

previamente descrito no item de materiais e métodos (item 3.9, pagina 28)

4.3.1. Resultados das fermentagcfes descontinuas alimentadas com

alimentacdo em pulsos
Ensaio 7 (E7)
A tabela 12, apresentada na pagina seguinte, exibe os resultados das

diversas variaveis avaliadas durante o tempo de fermentagdo, como o0s

resultados de pH, concentracdo celular, concentragdo de agucares redutores,
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concentracdo de etanol, velocidades especificas de consumo dos acucares

redutores e producédo de etanol em funcdo do tempo.

A figura 32 representa os dados e as curvas ajustadas relativas as

variacbes de concentracdo celular, concentracdo de acucares redutores e

concentracdo de etanol em funcdo do tempo.

Tabela 12 - Variacdo do PH do mosto, Concentracdo Celular (X), Concentracdo de
AclUcares Redutores (AR), Concentracdo de Produto (Etanol), Velocidade Especificas de
consumo de Agucar Redutor (4s) e Velocidades especificas da Producdo de Etanol (up)
em funcdo do tempo em minutos, para o ensaio 7.

Tempo pH X AR Etanol uS uP
0 5,18 17,64 33,04 0,73 0,0295 0,0050
15 5,01 17,64 25,28 2,05 0,0312 0,0083
30 4,89 17,64 17,10 4,23 0,0289 0,0100
45 4,86 17,64 9,50 6,86 0,0228 0,0102
60 4,87 17,64 3,49 9,54 0,0129 0,0088
75 4,93 17,64 0,10 11,85 0,0000 0,0059
90 4,95 17,64 0,33 13,40 0,0000 0,0059

90* 4,90 17,28 21,55 8,62 0,030 0,0044
105 4,87 17,89 13,69 10,80 0,021 10,0116
120 4,87 17,23 7,81 12,60 0,013 10,0137
135 4,93 17,12 6,16 17,25 0,008 0,0066
150 4,94 17,62 1,60 18,28 0,000 0,0070
150* 4,84 17,04 24,60 17,83 0,026 0,0003
165 4,84 17,45 17,21 16,93 0,022 10,0014
180 4,83 16,73 11,73 18,06 0,016 0,0053
195 4,85 18,00 8,26 19,22 0,011 0,0067
210 4,86 17,97 3,70 21,03 0,000 0,0057

*Inicio da Alimentacédo
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Figura 32 - Variacdo das concentra¢des de células, AR e Etanol em fun¢ao do tempo,
para o ensaio 07.

Das curvas da figura 32, observa-se o perfil das concentracdes de
concentracdo celular, concentracdo de acUcares redutores e concentracao de
etanol, bem como o perfil dos trés pulsos realizados neste ensaio. Também se
observa que este ensaio foi a continuacédo do ensaio 1, no qual se diz respeito
a um ensaio descontinuo utilizando mel invertido ndo clarificado. Além disso,
ocorreram duas alimentacdes posteriores utilizando mel invertido e clarificado.
Todos os perfis apresentam caracteristicas semelhantes e verifica-se que nos
dois pulsos subsequentes a fermentacdo durou apenas 60 minutos. E levaram
a diferentes producdes de etanol, obtendo-se rendimentos de 93,93% no
segundo pulso, enquanto no terceiro pulso rendimentos de apenas 29,35%.

A figura 33, diz respeito a variacdo de gas carbdnico (CO;) em funcéo do
tempo em todos os pulsos, observou-se esta fungcdo como uma medida

qualitativa do numero de bolhas desprendidas ao longo da fermentacéo.
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Figura 33 - Variac&o de CO, (medida qualitativa em bolhas/min) nas diferentes
alimentacdes e pH em funcao do tempo, para o ensaio 07.

Através da figura 33, verifica-se que em sua primeira alimentacdo, o
perfil de pH ocorre de acordo com 0s ensaios anteriores, como ja dito para o
ensaio 1, ensaio descontinuo. Aliado ao seu perfil de pH, a curva de CO,
desprendida se relaciona com tal mudanca de pH.

Para o0s pulsos subsequentes, encontram-se perfis levemente
diferenciados. Para o segundo pulso, seu pH aumenta no final da fermentacéo,
resultando em um perfil atipico do que ja foi observado nos ensaios anteriores.
Enquanto para a terceira alimentacdo, obtém-se dados de pH praticamente
constante durante todo seu periodo. Além disso, os dados encontrados para 0
desprendimento de CO,, que ocorre na fermentacéo, nota-se perfis parecidos
nos trés pulsos, além de estarem em consonancia com 0s ensaios anteriores
das fermentacdes descontinuas.

A figura 34 apresenta os resultados das velocidades especificas de
consumo do substrato (AR) e formacéo de produto (etanol), calculado a partir
das curvas ajustadas, conforme o método geométrico citado no capitulo de

materiais e métodos.
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Figura 34 - Variacdo das velocidades especificas de consumo e producdo em funcéo do
tempo, para o ensaio 07.

Através da figura 34, verifica-se que as velocidades especificas de
consumo de acUcares redutores (Js) maximas, possuem praticamente o
mesmo perfil nas trés alimentacdes e todas sdo decrescentes em todo o seu
periodo.

Observa-se também, o mesmo perfil para as velocidades especificas de
producgao de etanol (up). Nota-se que, a velocidade maxima, ocorre no segundo

pulso, mesmo pulso onde se obtém o maior rendimento em etanol.

Ensaio 8 (E8)

A tabela 13, apresentada na pagina seguinte, exibe os resultados das
diversas varidveis avaliadas durante o tempo de fermentacdo, como 0s
resultados de pH, concentracdo celular, concentracdo de acglcares redutores,
concentracdo de etanol, velocidades especificas de consumo dos acUcares
redutores e producédo de etanol em funcéo do tempo. Além disso, observa-se a
presenca de duas alimentacdes. A 12 Alimentacdo, uma descontinua. Enquanto
a 22 Alimentacado, outra descontinua. Portanto uma fermentagdo descontinua
alimentada.

A partir da tabela 13, representam-se os dados e as curvas ajustadas,
quanto a variagdo das concentragfes de células, AR e etanol em funcdo do

tempo, figura 35.
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Tabela 13 - Variacdo do PH do mosto, Concentracdo Celular (X), Concentracdo de
AcuUcares Redutores (AR), Concentracdo de Produto (Etanol), Velocidade Especificas de
consumo de Acgucar Redutor (ys) e Velocidades especificas da Produgao de Etanol (up)
em funcao do tempo em minutos, para o ensaio 8.

Tempo pH X AR Etanol s Mp

0 5,21 18,75 31,62 0,71 0,0176 0,0053
15 5,15 18,75 25,12 2,39 10,0269 0,0086
30 5,09 17,65 17,99 4,60 0,0284 0,0100
45 4,56 18,75 13,54 7,22 0,0242 0,0110
60 4,65 18,75 3,83 9,67 0,0155 0,0096
75 4,60 17,65 1,07 10,92 0,0079 0,0058
90 4,61 17,75 1,07 11,30 0,0061 0,0022
90* 4,82 8,81 151,79 6,76 0,0965 0,0207
105 4,78 6,57 135,72 10,26 0,1546 10,0221
120 4,78 7,37 133,93 12,53 10,1550 0,0224
135 4,8 7,95 103,58 14,88 0,1508 0,0227
150 4,79 6,96 84,83 18,61 10,1685 0,0208
165 4,8 7,21 64,74 18,34 10,1483 10,0173
180 4,8 6,05 63,84 20,47 0,1511 0,0135
195 4,79 7,90 48,66 22,78 0,0936 0,0098
210 4,78 7,95 28,57 2591 0,0719 0,0069
225 4,79 7,04 15,18 19,15 0,0607 0,0047
240 4,78 7,73 13,39 27,00 10,0402 0,0031
255 4,79 9,39 12,05 25,51 10,0237 0,0021
270 4,78 10,57 10,71 21,69 0,0000 0,0011

*Inicio da Alimentacao
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Figura 35 - Variacdo das concentracdes Celulares, AR e Etanol em fun¢do do tempo, para
0 ensaio 08.

Com base nas curvas da figura 35, observa-se que a producao de etanol

se da com o consumo dos acgucares redutores. Os perfis apresentados, nos
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pulsos, estdo de acordo com os demais ensaios realizados. Observa-se uma
gueda de concentragao celular, em sua segunda alimentacéo, devido ao fato
de retirada, de uma parte de mosto residual da primeira fermentacao, e adicéo
posterior de mel invertido e clarificado.

Verifica-se também, neste ensaio, os rendimentos encontrados variaram
muito. Enquanto na primeira alimentag&o obtiveram-se rendimentos de 68,49%,
em contrapartida, na segunda alimentacdo o rendimento caiu para 21,53%.
Esta queda de rendimento pode ter sido causada pela falta de nutrientes no
meio fermentativo, que como ja dito anteriormente, retirou-se uma parcela do
meio fermentativo, e com ela, podendo conter uma parcela dos nutrientes.

A figura 36, na pagina seguinte, retrata os dados de géas carbdnico (COy)

desprendido, além dos valores de pH em funcéo do tempo.
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Figura 36 - Variacdo de CO, (medida qualitativa em bolhas/min) nas diferentes
alimentacdes e pH em fun¢do do tempo, para o ensaio 8.

Neste ensaio, percebe-se em sua primeira alimentacdo, o mesmo perfil
apresentado nos ensaios anteriores, tanto para variagcdo de CO, quanto para
variacdo de pH. Porém, avaliando a segunda alimentacéo, nota-se que o pH se
mantém constante em toda a fermentacao.

Em contrapartida os dados de CO, desprendidos retrata como realmente
se deu a fermentacdo no segundo pulso, observando um periodo de alto
desprendimento de gas carbbnico até aproximadamente 180 minutos,
mantendo-se constante até 250 minutos, onde ocorre uma queda de CO,

liberado.
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Através da figura 37, pode-se observar o perfil das velocidades
especificas (Us e Pp). Verificando-se as semelhangas entre os perfis, atestando
com a teoria de que a producéo de etanol esta relacionada com o consumo de

substrato.
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Figura 37 - Variacdo das velocidades especificas de consumo e producdo em funcéo do
tempo, para o ensaio 08.

4.3.2. Discussdo Geral Ensaios Descontinuos alimentados, com

alimentacdo em pulsos (Ensaios 7 e 8).

Analisando, primeiramente o ensaio 7, pode-se observar que a variacao
nos valores de (Ypss), entre as insergoes realizadas neste ensaio. Obteve-se o
melhor rendimento em etanol, na segunda alimentacdo do mel, indicando que a
clarificacdo apresentou beneficios nas fermentacbes descontinuas
alimentadas. Todavia, na terceira alimentacdo, ocorre uma diminuicdo muito
elevada de seu rendimento, muito provavelmente provocadas por causas ainda
ndo quantificadas, que poderiam ser um efeito inibitério do etanol residual
presente no meio, sobre a célula remanescente ou mesmo uma possivel
inibicdo pela nova introdug&o de aglcares redutores.

Enquanto, ao analisar o ensaio 8, nota-se também uma reducdo de
rendimento em etanol. Pode-se também verificar, que no ensaio 8, ocorre

fatores de diluicao e provavelmente alguma perda de nutrientes.
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No ensaio 8, verificou-se uma queda de rendimento, podendo ter sido
causado pela falta de nutrientes no meio fermentativo, que como ja dito
anteriormente, apos a retirada de uma parcela do meio fermentativo, parte dos
nutrientes foram retirados também.

Ao comparar estas fermentacdes com os ensaios apresentados por Silva
(2016), verifica-se que ocorrem melhores rendimentos com o aumento
gradativo da concentracdo de acucares redutores nas demais alimentacdes.

Outro fator analisado, a concentracdo celular, apresentando-se com
pouca variacdo, ou apenas alguns pontos com erros experimentais utilizando
mel invertido e clarificado, pode apresentar beneficios em relagdo aos valores
de concentracdo celular. Portanto verifica-se que a clarificagcdo influenciou
positivamente na medida desta variavel.

Comparando as fermentacbes descontinuas alimentada com
alimentacdo em pulsos observaram-se valores de velocidades especificas de
consumo de substrato bastante similares no ensaio 7, em que a concentragao
de acucares redutores era bastantes proximas uma das outras, e quanto as
velocidades especificas de geracdo de produto, as velocidades maximas

aumentam para o segundo pulso e ocorre uma queda no terceiro pulso.

4.3.3. Resultados das fermentacdes descontinuas alimentadas com

alimentacdo com fluxo constante.

Ensaio 9 (E9)

As tabelas 14 e 15 apresentam os resultados das diversas variaveis

avaliadas durante o tempo de cultivo.
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Tabela 14 - Variacdo do PH do mosto, Concentracdo Celular (X), Concentracdo de
AcuUcares Redutores (AR), Concentracdo de Produto (Etanol), Velocidade Especificas de
consumo de Acgucar Redutor (ys) e Velocidades especificas da Produgao de Etanol (up)
em funcao do tempo em minutos, para o ensaio 9.

Tempo pH X AR Etanol uS uP
0 5,14 19,61 31,52 0,99 0,0347 0,0039
15 4,88 19,61 29,61 2,13 0,0338 0,0053
30 4,84 19,61 25,16 4,12 0,0306 0,0081
45 4,81 19,61 17,47 6,93 0,0257 0,0098
60 4,91 19,61 9,23 9,86 0,0202 0,0088
75 4,95 19,61 3,88 12,11 0,0151 0,0061
90 4,99 19,61 1,44 13,45 0,0127 0,0046

90* 4,93 16,19 3,03 12,16 -0,0050 0,0051
105 4,85 14,38 4,27 13,78 -0,0169 0,0056
120 4,83 15,92 11,33 16,28 -0,0286 0,0068
135 4,75 14,54 17,40 16,82 -0,0182 0,0077
150 4,74 14,60 19,90 18,05 -0,0030 0,0083
165 4,76 15,53 18,80 21,33 0,0098 0,0083
180 4,76 15,81 15,36 20,72 0,0166 0,0079

195%* 4,76 15,09 11,18 24,85 0,0171 0,0070
210 4,75 16,53 7,51 27,07 0,0135 0,0059
225 4,76 14,16 4,98 27,50 0,0085 0,0048
240 4,74 14,60 3,60 26,62 0,0042 0,0037
255 4,75 15,70 3,07 28,56 0,0002 0,0028
270 4,74 15,37 3,49 29,50 -0,0018 0,0024

*Inicio da Alimentacdo ** Fim da Alimentacé&o

Tabela 15 - Tabela com dados referentes ao mel invertido e clarificado adicionado, como
quantidade adicionada, Concentracdes de AR em funcé&o do tempo, para o ensaio 9.

Concentracao Concentracao

Tempo Adigdo AR melrico AR mel Concentragao
(min)  Mel (L) adicionado  adicionado AR meio (g/L)
(g/L) (8/L)
90* 0,00 150 0,00 3,03
105 0,045 150 6,75 9,78
120 0,045 150 6,75 16,53
135 0,045 150 6,75 23,28
150 0,045 150 6,75 30,03
165 0,045 150 6,75 36,78
180 0,045 150 6,75 43,53
195** 0,03 150 4,5 48,03

*Inicio da Alimentacdo ** Fim da Alimentacédo
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A figura 38 apresenta os perfis de concentracéo celular, concentracéo de
acucares redutores e concentracdo de etanol, bem como os valores totais de
acUcares redutores adicionados com fluxo constante. Pode-se analisar a figura
38, de duas formas: a primeira fermentacédo no regime descontinuo, no qual se
utilizou mel invertido e apresentou perfis semelhantes aos resultados obtidos
para as fermentagfes descontinuas. E em seu segundo periodo onde ocorre
alimentacdo de fluxo continuo, no qual perdura por 100 minutos, como ja dito
no capitulo de materiais e métodos.

Outra analise que pode ser realizada é na concentracao celular, em que
ocorre uma variacdo no segundo periodo em relacdo ao primeiro periodo
devido a fatores de diluicdo. Além no segundo periodo, em que se utilizou mel
invertido e clarificado, apresentarem menores erros experimentais em relacao
ao primeiro periodo, indicando que as analises de concentracdo celulares em
mel invertido e clarificado apresentar resultados mais fidedignos.

Observou-se que houve alimentacdo de acucares redutores na ordem de
73,03g/L, em que produziu no total 28,51 g/L de etanol, resultando 76,40% do
estequiometricamente possivel, analisando as fermentacdes em separado,
temos que no primeiro periodo ocorre consumo de 30,06 g/L de AR produzindo
12,46 g/L de etanol, no qual representa 81,11% em rendimento. J& no segundo
periodo, ocorre alimentacdo de 48,03 g/L de AR produzindo 17,34 g/L de

etanol, dando 70,65% em rendimento de etanol.
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Figura 38 - Variagcdo das Concentracfes Celulares, AR e Etanol além da Concentragéo de
AR total alimentada em func&o do tempo, para o ensaio 9.
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Ao analisar os dados presentes na figura 39, apresenta na pagina
seguinte, observa-se que no primeiro periodo, os mesmos perfis encontrados
de pH e desprendimento de CO, em relagdo aos ensaios anteriores de forma
descontinua. Enquanto o segundo periodo pode-se verificar que seu pH se
mantém constante praticamente em todo o periodo de fermentacdo, somente
no inicio da fermentagéo observa-se seu pH caindo de 4,93 para 4,75 e a partir
deste ponto se mantém constante.

Ja o perfil de CO, desprendido durante a fermentacdo, demonstra

melhor como se deu a fermentacao para este ensaio.
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Figura 39 - Variacdo de CO, (medida qualitativa em bolhas/min) nas diferentes
alimentac¢des e pH em fun¢do do tempo, para o ensaio 9.

Em relagao as velocidades especificas de consumo de substrato (us) e
produgéo de etanol (up), observa-se através da figura 40, que em ambos 0s
periodos de fermentacédo, a producéo de etanol esta associada ao consumo de
substrato.
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Velocidade Especifica de Consumo do
AR (gAR/gCélula.min)
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Figura 40 - Variacdo das velocidades especificas de consumo e produc¢ao em func¢éo do
tempo, para o ensaio 9.

Ensaio 10 (E10)

As tabelas 16 e 17 apresentam os resultados das diversas variaveis

avaliadas durante o tempo de cultivo.

Tabela 16 - Variacdo do PH do mosto, Concentracdo Celular (X), Concentracdo de
Acucares Redutores (AR), Concentracdo de Produto (Etanol), Velocidade Especificas de
consumo de Agucar Redutor (pgs) e Velocidades especificas da Produgao de Etanol (up)
em funcdo do tempo em minutos, para o ensaio 10.

Tempo pH X AR Etanol uS uP
0,00 5,31 12,68 22,53 0,36 0,0056 0,0053
15,00 5,03 21,18 29,57 2,16 0,0095 0,0060
30,00 4,99 17,65 24,05 3,37 0,0134 0,0070
45,00 4,94 18,20 29,75 5,45 0,0174 0,0073
60,00 4,91 17,65 4,54 7,76 0,0213 0,0067
75,00 4,93 17,65 1,51 8,88 0,0252 0,0054
90,00 4,95 17,65 9,62 10,36 -0,0017 0,0047
90,00* 4,87 10,81 8,22 11,26 -0,1637 10,0019
120,00** 4,76 10,32 55,63 11,56 -0,0704 0,0027
150,00 4,75 7,78 67,14 11,71 -0,0122 0,0051
180,00 4,76 7,11 63,61 14,15 0,0204 0,0086
210,00 4,76 7,63 55,19 18,76 0,0309 10,0127
240,00 4,74 8,68 45,73 22,41 0,0330 0,0156
270,00 4,73 10,22 36,10 25,85 0,0332 0,0153
300,00 4,71 8,15 26,48 28,47 0,0320 10,0121
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330,00 4,72 10,54 17,58 35,22 0,0268 0,0080
360,00 4,72 11,71 10,90 37,07 0,0167 0,0046
390,00 4,73 11,39 7,84 36,60 0,0052 0,0025
420,00 4,73 10,39 7,88 37,58 0,0037 0,0013
450,00 4,75 10,74 5,66 34,54 0,0076 0,0008

* Inicio da Alimentacao ** Fim da Alimentacéao

Tabela 17 - Tabela com dados referentes ao mel invertido e clarificado adicionado, como
quantidade adicionada, Concentrac6es de AR em fun¢&o do tempo, para o ensaio 10.

Concentragao Concentragao

t(min) Adicao AR mel AR mel Concentragao
Mel (L)  adicionado adicionado AR meio (g/L)
(s/L) (g/L)
90* 0,00 210,00 0,00 8,22
120** 0,30 210,00 63,05 71,26

* |nicio da Alimentacao ** Fim da Alimentacéo

Através da figura 41, pode se observar o perfil de concentracdo das
variaveis estudadas, como concentracdo celular, concentracdo de acuUcares
redutores e concentracao de etanol em funcdo do tempo. Pode-se verificar que
a producdo de etanol esta relacionada com o consumo do substrato, além de
apresentarem perfis semelhantes em relacdo aos ensaios anteriores para o
primeiro periodo da fermentacdo, ou seja, fermentacdo descontinua. Pode
observar que no segundo periodo, a alimentacéo durou cerca de 30 minutos.

Em relacdo a concentragdo celular, observa-se no segundo periodo que
ocorre uma diluicdo. Neste ensaio os melhores resultados encontraram-se
presentes no primeiro periodo, desconsiderando os dois pontos iniciais que
apresentaram muito fora do valor real, j& no segundo periodo ocorrem maiores
variacbes nas medidas, mas ndo apresentam tantos erros experimentais, pois
sao valores proximos do valor real de concentragéo celular.

Neste ensaio, 0 consumo de acucares redutores foi de 84,39 g/L
produzindo 34,18 g/L em etanol, o qual representa 79,26% de rendimento em
etanol. Ja& o estudo de forma separada, mostra para o primeiro periodo um
consumo de 24,28 ¢g/L de AR, gerando 10,00 g/L de etanol, obtendo
rendimento de 80,60% do rendimento tedrico, enquanto que para o segundo
periodo consumiu 65,60 g/L e AR gerando 23,28 g/L de etanol, obtendo assim
rendimento de 69,45%.
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Figura 41 - Variacdo das Concentrac@es Celulares, AR e Etanol além da Concentracédo de
AR total alimentada em func¢&o do tempo, para o ensaio 10.

Conforme a figura 42 percebe-se na primeira alimentacdo, o perfil
classico de uma fermentacéo, j4 avaliada em ensaios anteriores.

Em oposicdo, na segunda alimentacdo, observa-se que o pH, se
mantém constante durante todo o periodo de fermentacéo. Todavia, ao verificar
os dados de CO,, nota-se um comportamento caracteristico da evolucao do
gas carbdbnico durante a fermentacao, se ajustada uma curva mediados dados
obtidos.

250,0
5,40
200,0 4 o0 5,20
"\ &= |
@
5,00
£ 1500 ‘.“ Ge J
E [ ] ® Bolhas/min
> [ ] [ J .“_‘ 4,80 z
= L ] ® Bolhas/min
S 100,0 ® .. .. 4,60
=d—pH
e ) ‘o 440 H
50,0 P
® \ 4,20
0,0 4,00
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tempo (min)

Figura 42 - Variacdo de CO, (medida qualitativa em bolhas/min) nas diferentes
alimentac¢des e pH em funcédo do tempo, para o ensaio 10.

Em relagdo as velocidades especificas de consumo de substrato (us) e

producao de etanol (up), observa-se atraves da figura 43, que em ambos o0s



79

periodos de fermentacédo, a producéo de etanol esta associada ao consumo de
substrato.

Também se verificou que ocorre um aumento das velocidades
especificas no segundo periodo em relacdo ao primeiro, diferente do que foi
observado no ensaio 09, indicando o aumento da concentracdo de substrato
total de 27 g/L para 71,26 g/L. Neste segundo periodo, constatou-se que a
concentracéo celular cai de aproximadamente 17 g/L para 10 g/L em massa
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Figura 43 - Variacdo das velocidades especificas de consumo e produc¢ao em func¢éo do
tempo, para o ensaio 10.

Ensaioll (E11)

As tabelas 18 e 19 a seguir apresentam os dados avaliados durante o

tempo de fermentacéo.

Tabela 18 - Variacdo do PH do mosto, Concentracdo Celular (X), Concentracdo de
AclUcares Redutores (AR), Concentracdo de Produto (Etanol), Velocidade Especificas de
consumo de Acgucar Redutor (us) e Velocidades especificas da Produgao de Etanol (up)
em funcado do tempo em minutos, para o ensaio 11.

Tempo pH X AR Etanol ) uP Tempo
0 5,13 16,81 66,91 3,52 0,00 0,033 0,018
15 5,13 26,70 54,31 5,83 0,00 0,042 0,018
30 5,11 27,53 39,47 13,19 0,00 0,057 0,018
50 4,87 16,81 10,91 16,59 0,00 0,048 0,018
60 4,99 18,67 3,37 22,63 0,00 0,044 0,018
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60* 4,96 17,20 44,87 22,23 0,00 -0,029 0,004
90 4,92 18,44 60,05 25,86 0,00 -0,005 0,004
120 4,92 16,37 61,85 26,42 0,00 0,000 0,004
150 4,92 13,39 64,88 30,04 -0,01 -0,003 0,005
180 4,90 11,04 66,23 32,91 -0,01 -0,008 0,006
210 4,86 11,35 62,41 32,63 0,00 -0,001 0,016
223%* 4,88 10,24 71,74 34,92 0,00 -0,005 -0,007
240 4,87 8,86 69,38 31,38 0,00 0,030 0,024
300 4,88 8,42 63,42 28,77 0,00 0,033 0,007
360 4,87 9,61 42,70 43,45 0,00 0,038 0,007
375 4,86 6,57 40,54 44,23 0,00 0,037 0,007
390 4,85 7,56 33,78 42,70 0,00 0,033 0,007
420 4,86 11,95 29,98 47,90 0,00 0,030 0,007
450 4,87 10,30 24,36 49,95 0,00 0,030 0,007
480 4,86 9,14 20,16 48,76 0,00 0,027 0,007
510 4,86 10,99 14,71 54,57 0,00 -0,003 0,007

* Inicio da Alimentagdo ** Fim da Alimentacéo

Tabela 19 - Tabela com dados, como quantidade adicionada, Concentra¢cfes de AR em

funcéo do tempo, para o ensaio 11.

Concentracao Concentracao

. Adicao ART mel ART mel Concentra.gao

t(min) - . ART meio

Mel (L)  adicionado adicionado (/L)
(/L) (/L)

60* 0,096 145 13,93 13,93
90 0,090 145 13,05 26,98
120 0,090 145 13,05 40,03
150 0,090 145 13,05 53,08
180 0,090 145 13,05 66,13
210 0,090 145 13,05 79,18
223** 0,039 145 5,66 84,84

* Inicio da Alimentagdo ** Fim da Alimentacéo

A figura 44, apresentada na pagina seguinte, mostra as concentracfes

de célula, o consumo dos acucares redutores e producao de etanol em fungéo

do tempo. Pode-se verificar no primeiro ensaio, realizado em concentragdes

em torno de 67 g/L. O consumo de acucares redutores em torno de 63,54 g/L

produziu 19,11 g/L de etanol, o que se refere 58,86% de rendimento.

Ainda sobre o primeiro periodo, observa para as concentracfes de

célula, dois pontos fora do valor médio da concentragéo celular, indicando erros

experimentais.
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No segundo periodo de fermentacéo, observa-se a alimentacao de 600g
de mel invertido e clarificado de forma continua, indicando desta forma a
diluicdo que observa através da concentracdo celular, além da reposicdo de
100g de mel no inicio da alimentacdo. Observa-se neste caso que a
concentracdo celular mesmo variando durante toda a fermentacdo, ndo possui
pontos muito fora de sua curva, apresentando assim um padrao de
concentracéo celular mais adequado, visto 0 ndo crescimento celular existente
nessas condi¢cdes experimentais.

Em relacdo ao consumo de AR e producédo de etanol, observa-se que
foram consumidos 70,13 g/L de acucares redutores, gerando 32,34 g/L de
etanol, portanto 90,24% do rendimento tedrico.
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Figura 44 - Variacdo das Concentra¢cBes Celulares, AR e Etanol além da Concentracéo de
AR total alimentada em funcé&o do tempo, para o ensaio 11.

Outro fator avaliado nos ensaios, foram o perfil de pH e desprendimento
de CO, durante a reacdo em funcéo do tempo, observa-se na figura 45, que no
primeiro periodo da fermentacdo (fermentacdo descontinua), seu pH se
mantém constante no inicio e somente a partir dos 50 minutos ocorreu uma
diminuicdo de 5,10 para 4,85. No segundo periodo (fermentacdo descontinua
alimentada), observou-se que seu pH se mantém constante praticamente
durante toda fermentacdo em torno de 4,85. Neste ensaio os dados de CO,
desprendido ao longo do tempo de fermentacdo, mostraram-se muito variavel,
demonstrando provavelmente alguns erros de leitura, contudo se ajustada uma
curva media, esta demonstraria também o comportamento caracteristico da

evolugdo do CO, durante a fermentagéo.
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Figura 45 - Variac&o de CO; (medida qualitativa em bolhas/min) nas diferentes
alimentacgdes e pH em funcéo do tempo, para o ensaio 11.

Em relagdo as velocidades especificas de consumo de substrato (us) e
producao de etanol (up), observa-se através da figura 46, que as velocidades
Mp S80 aparentemente constantes nos dois periodos analisados, ndo permitindo

uma melhor analise dos resultados.
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Figura 46 - Variacdo das velocidades especificas de consumo e producédo em funcao do
tempo, para o ensaio 11.
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4.3.4. Discusséao Geral Ensaios Descontinuos alimentados (Ensaios 7 a
11)

Ao analisar, o consumo de acucares redutores e producdo de etanol,
nos ensaios 09 e 11, constatou-se que ocorre uma diminuicdo das velocidades
de consumo de AR e de producdo de etanol, em relacdo as fermentacbes
descontinuas. No entanto para o ensaio 10, ocorre um aumento das
velocidades mesmo com o aumento da concentracdo de AR inicial. Esse efeito
também foi observado por Acorsi (2012) e Silva (2016), utilizando mel invertido
como substrato, no presente trabalho foi utilizado mel invertido e clarificado.
Mesmo obtendo menores valores de velocidades, observaram-se melhores
resultados quanto (Ypss). Este fato pode ter ocorrido, pois o regime descontinuo
alimentado com alimentacdo constante ndo possui intervalos ociosos de
fermentacdo, como ocorreu nos ensaios 07 e 08.

Além disso, os ensaios 9 e 11, em seu segundo periodo, possuem
velocidades menores em relacdo ao ensaio 10. Esta diminuicdo em relacdo ao
ensaio 10, provavelmente pode ter sido ocasionada, devido ao fato de que nos
ensaios 9 e 11, possuem uma vazao menor, a aquela apresentada no ensaio
10.

JA em relacdo ao rendimento em etanol, no regime, descontinuo
alimentado, apresentaram de forma geral, valores superiores. Apresentando
em sua totalidade rendimentos totais em torno de 75% - 80%. Todavia
apresentando rendimentos variaveis, em seus diferentes periodos.

Os maiores valores para o rendimento em etanol foi alcancado nos
ensaios 07 e 11. Para o ensaio 07-2° pulso, possuindo rendimento aproximado
de 94% e no ensaio 11-22 Alimentacdo, rendimento de 90%. Conforme
observa-se na tabela 20, apresentada na pagina seguinte.

Se compararmos os rendimentos em etanol obtidos por Bueno Netto
(1982) e Silva (2016), pode observar que os valores encontrados nos ensaios
09 e 10 estdo muito proximos ou levemente inferiores. Ja nos ensaios 7-2 e 11-
2, encontraram-se resultados bem mais elevados que os demais ensaios
avaliados, tanto na literatura consultada, quanto dos experimentos anteriores.

Essa comparacao possibilita pensar que o processo de clarificacdo do

mel melhorou em parte a produgdo de etanol. Pode observar esses
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rendimentos através da tabela 20, em que se comparou também o rendimento

total considerando ou n&o o ponto inicial de concentragéo de etanol.

Tabela 20 - Tabela com os valores de Conversdo em Etanol e Rendimento.

Ensaios Inser¢do Yps(g Etanol/g nEtanol nEtanol (%) nEtanol (%) Razdo
Mel AR) (%) Total Considerando Ey=0 (So/Xo)
1 0,39 76,32 1,87
7 2% 0,48 93,93 54,00 55,95 1,24
3* 0,15 29,35 1,41
1 0,35 68,49 1,73
8 23,92 24,73
2% 0,11 21,53 ’ ’ 19,43
Ensaios Insercao Yess (8 nEtanol nEtanol (%) nEtanol (%) Razao
Mel Etanol/g ART) (%) Total Considerando Ey=0 (So/Xo)
1 0,41 81,11 1,61
? 2% 0,36 70,65 74,47 77,36 3,15
1 0,41 80,23 1,53
10 ’ ’ 74,42 75,2 ’
2% 0,35 69,45 ’ ’ 7,39
1* 0,30 58,71 3,84
= 2% 0,46 90,24 74,74 79,89 7,48

*mel invertido e clarificado

Ao observar as analises de pH dos ensaios descontinuos alimentados,
considerando apenas para efeito comparativo o0 segundo periodo de
fermentacao, ou seja a alimentacao descontinua com fluxo constante. Pode-se
verificar que a variacdo de pH decai rapidamente durante o tempo de
alimentacéo, até um valor minimo, e a partir do final da alimentacdo a variacao
de pH se comporta praticamente de forma constante, isso ocorrem em todos 0s
ensaios analisados, como pode ser observado pela figura 47. Estes perfis
também foram observados nos ensaios de Acorsi (2012) e Silva (2016), que

trabalharam tanto com mel invertido quanto com mel nao invertido.
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Figura 47 - Variacdo do pH do meio em fun¢do do tempo nos ensaios 9 a 11.

4.4. Consideracdes Finais

Em resumo pode-se verificar que o estudo cinético da producdo de
etanol, utilizando mel invertido e mel invertido e clarificado utilizando
Saccharomyces cerevisiae em alta concentracdo. Portanto, nesse contexto,
foram avaliados os efeitos da concentragéo inicial de acucares redutores, do
tipo de fermentacgdo utilizada (descontinua ou descontinua alimentada, sendo
essa Ultima em pulsos ou em fluxo continuo) e ainda da prévia ou nédo
clarificacdo do mel invertido, também se observou as medidas de concentracéo
celular durante o tempo de fermentacéo.

Pode-se constatar, no presente trabalho, que as melhores fermentacdes
ocorreram para 0s ensaios 07-2°Pulso e 11-22Alimentacdo, no grupo das
fermentacdes descontinuas alimentadas (em pulso e de fluxo constante,
respectivamente).

Ja nos ensaios descontinuos apresentaram uma faixa de rendimento de
cerca de 80%, presentes nos ensaios 1 e 4, os melhores resultados para as

fermentacdes descontinuas.
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5. Conclusdes

A clarificagdo do mel invertido permitiu uma melhor medida das
concentracOes celulares de Saccharomyces cerevisiae ao longo do tempo de
ensaios de fermentacao;

Que devido a utilizacdo de in6culos altamente concentrados em células
de Saccharomyces cerevisiae ndo se observou qualquer crescimento celular
nos diferentes ensaios de fermentacao.

Que a maioria dos ensaios de fermentacdo realizados ocorreram
segundo o modelo estabelecido por GADEN (1955) onde a velocidade
especifica de producdo de etanol estd diretamente associada a velocidade
especifica de consumo do substrato.

Que os perfil de concentracéo hidrogenidnica (pH) em funcédo do tempo,
em diversos ensaios, foram compativeis com o desprendimento de diéxido de
carbono.

Que a partir da comparacdo dos ensaios descontinuos e descontinuos
alimentados, foi possivel fazer um paralelo dos motivos do porque
industrialmente as fermentacdes ocorrerem com Vvariagbes em sua
alimentacdo, ou controle sob o processo de alguma forma. Como pode ser
avaliado em alguns ensaios, como no ensaio 7-2° Pulso e no ensaio 11-22

Alimentacéo, apresentando melhores rendimentos.
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7. Apéndices

Apéndice A - Curva Padrao Para Medidas de Biomassa por

Espectrofotometria

Na figura 48 encontram-se, os dados experimentais que relacionam a
concentracdo celular em massa umida de uma solucdo de levedura solucéo da
levedura com os valores obtidos de absorbancia por leitura em
espectrofotometro. A partir de uma regressao linear obtém-se a curva padréo

utilizada (equacéo 13).
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Figura 48 - Curva padréo para se determinar a concentracéo celular

Equacéo 13 - Equacédo da curva padréo para determinacdo da concentracdo celular

Abs(610 nm) = 1,091 - C,,; + 0,0081
R? = 0,9974

Apéndice B — Curva Padréo da Analise DNS

Na figura 49, encontram-se os dados experimentais que relacionam a
concentracdo de ART de uma solucdo com os valores obtidos de absorbancia
por leitura em espectrofotometro. A partir de uma regressao linear obtém-se a

curva padréo utilizada (equacao 14).
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Figura 49 - Curva Padréo da Anélise DNS

Equacéo 14 - Equacdo da curva padrao da anédlise DNS

Abs (600 nm) = 0,446 - Cypr (%) —0,0184

R? = 10,9963
Apéndice C - Curvas Ajustadas dos Ensaios.
C.1. Ensaios Descontinuos

Ensaio 1

Equacéo 15 - Equagédo ajustada da concentracdo de AR para o Ensaio 1.

S = —1E —06.t* + 0,0003.t> — 0,0152.t*> — 0,2809.t + 32,567
R?* = 0,98535

Equacéo 16 - Equacédo ajustada da concentracdo de Etanol para o Ensaio 1.

P = 2E—07.t* — 5E —05.t3 + 0,0044.t*> + 0,0196.t + 0,8744
R? = 0,99633
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Ensaio 2

Equacéo 17 - Equacéo ajustada da concentragédo de AR para o Ensaio 2.

S = 2E —06.t* — 0,0002.t> + 0,0051.t*> — 0,2307.t + 32,501
R* = 0,9949

Equacéo 18 - Equacédo ajustada da concentracdo de Etanol para o Ensaio 2.

P= —2E —07.t* + 1E —05.t> + 0,0016.t* + 0,0548.¢t + 0,9489
R* = 0,9999

Ensaio 3

Equacéo 19 - Equacéo ajustada da concentragdo de AR para o Ensaio 3.

S = 4F —07.t* + 4E — 05.t3 — 0,0121.t% — 0,109.t + 54,043
R? = 0,9962

Equacéo 20 - Equacéo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 3.

P = —1E —07.t* + 9E — 06.t> + 0,0013.t* + 0,0405.t + 1,0313
R? = 0,9997

Ensaio 4

Equacdo 21 - Equacédo ajustada da concentragdo de AR para o Ensaio 4.

S= —1E —06.t* + 0,0002.t> — 0,0132.t*> — 0,106.t + 20,402
R?* = 0,98337

Equacéo 22 - Equacédo ajustada da concentracao de Etanol para o Ensaio 4.

P = —4E —09.t* + 2E — 06.t3 — 0,0006.t%> + 0,1105.t + 2,1571
R? = 0,71215
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Ensaio 5

Equacéo 23 - Equacéo ajustada da concentragdo de AR para o Ensaio 5.

S = 4E —07.t* — 0,0001.t3 + 0,0149.t* — 0,9313.t + 26,545
R* = 0,94548

Equacéo 24 - Equacdo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 5.

P = 2E —07.t* — 3E —05.t3 + 0,0001.t% + 0,1428.t + 2,8854
R? = 0,97585

Ensaio 6

Equacéo 25 - Equacéo ajustada da concentragdo de AR para o Ensaio 6.

S = 2E—12.t° — 2E —09.t> + 1E — 06.t* — 0,0002.t3 + 0,0122.t?
— 0,4392.t + 157,13
R* = 0,98337

Equacéo 26 - Equacédo ajustada da concentragcdo de Etanol para o Ensaio 6.

P = 9E —10.t* — 1E —06.t3> + 0,0005.t*> + 0,1418.t + 1,3885
R? = 0,71215

C.2. Ensaios Descontinuos com Alimentacédo em Pulsos.

Ensaio 7

13- Alimentacédo

Equacéo 27 - Equacédo ajustada da concentracdo de AR para o Ensaio 7 (1° Pulso).

S = —1E — 06.t* + 0,0003.t% — 0,0152.t% — 0,2809.t + 32,567
R?* = 0,98535
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22- Alimentacéao

Equacéo 28 - Equacéo ajustada da concentragdo de AR para o Ensaio 7 (2° Pulso).

S= —2FE—-07.t*+ 9E — 05.t3 — 0,0077.t> — 0,7105.t + 97,872
R? = 0,97186

32- Alimentacgéao

Equacéo 29 - Equacédo ajustada da concentragdo de AR para o Ensaio 7 (3° Pulso).

S= —4E —07.t* + 0,0003.t> — 0,0824.t* + 8,9635.t — 301,04
R* = 0,98855

Etanol

12- Alimentacéo

Equacéo 30 - Equacédo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 7 (1° Pulso).

P = 2E —07.t* — 5E — 05.t3 + 0,0044.t* + 0,0196.t + 0,8744
R?* =0,99633

22- Alimentacéao

Equacéo 31 - Equacédo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 7 (2° Pulso).

P = —8E — 07.t* + 0,0003.t> — 0,029.t* + 0,9167.t + 16,153
R*=0,93156

32- Alimentacgéao

Equacéo 32 - Equacédo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 7 (3° Pulso).

P = —1E — 06.t* + 0,0008.t3 — 0,2188.t% + 25,872.t — 1120,7
R?* =0,79137
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Ensaio 8

AR

12- Alimentacéao

Equacéo 33 - Equacéo ajustada da concentragcéo de AR para o Ensaio 8 (1° Pulso).

§S= —1E —06.t* + 0,0003.t3 — 0,0172.t%> — 0,0867.t + 30,533
R* = 0,87884

22- Alimentacéao

Equacéo 34 - Equacéo ajustada da concentragdo de AR para o Ensaio 8 (2° Pulso).

S = —2E —07.t* + 0,0002.t3 — 0,0526.t* + 4,9402.t + 10,387
R?* = 0,83615

Etanol

12- Alimentacéo

Equacéo 35 - Equacéo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 8 (1° Pulso).

P = 3E—08.t* — 3E —05.t> + 0,0031.t* + 0,0669.t + 0,7266
R* = 0,99971

22- Alimentacéao

Equacéo 36 - Equacédo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 8 (2° Pulso).

P = 3E —08.t* — 2E — 05.t3 + 0,0049.t? — 0,2435.t + 3,4879
R*=0,97707
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C.3. Ensaios Descontinuos Alimentados Alimentacao Variada

Ensaio 9

AR

13- Alimentacéo

Equacéo 37 - Equacédo ajustada da concentragdo de AR para o Ensaio 9 (12 Alimentac&o).

S = 3E—-07.t*+ 5E — 05.t3> — 0,0118.t* + 0,0967.t + 30,899
R* =0,99126

22- Alimentacao

Equacéo 38 - Equacéo ajustada da concentragdo de AR para o Ensaio 9 (22 Alimentagao).

S = 4E —11.t®* — 5E — 08.t5 + 2E — 05.t* — 0,006.t3 + 0,8275.t%2 — 57,568.t
+ 1583,4
R? = 0,83615

Etanol

13- Alimentacédo

Equacéo 39 - Equacédo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 9 (12 Alimentac&o).

P = —6E —08.t* — 2E —05.t> + 0,0034.t*> + 0,0164.t + 1,1199
R* = 0,99971

22- Alimentacgéao

Equacdo 40 - Equacédo ajustada da concentragao de Etanol para o Ensaio 9 (22 Alimentacéo).

P = 2E —08.t* — 2E — 05.t3 + 0,0047.t> — 0,4735.t + 27,491
R*=0,97707
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Ensaio 10

AR

12- Alimentacéao

Equacéo 41 - Equacéo ajustada da concentragcdo de AR para o Ensaio 10 (12 Alimentag&o).

S = —0,0023.t* — 0,0628.t + 27,002
R* = 0,5771

22- Alimentacéao

Equacdo 42 - Equacdo ajustada da concentracdo de AR para o Ensaio 10 (22 Alimentac&o).

S= —2E—12.t% + 3E —09.t°> — 2E — 06.t* + 0,000.t3 — 0,192.t>
+ 20,797.t — 838,53
R* = 0,97279

Etanol

13- Alimentacéao

Equacéo 43 - Equacédo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 10 (12 Alimentac&o).

P = —1E —07.t* + 8E — 06.t> + 0,0002.t*> + 0,0971.t + 0,4151
R?* = 0,99623

22- Alimentacéao

Equacéo 44 - Equacédo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 10 (22 Alimentacéo).

P = 4E —09.t* — 7E — 06.t3 + 0,0033.t%> — 0,5419.t + 38,817
R? = 0,98473
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Ensaio 11

AR

12- Alimentacéao

Equacéo 45 - Equacao ajustada da concentragdo de AR para o Ensaio 11 (12 Alimentacéo).

S = 2E —06.t* + 3E —05.t3> — 0,0209.t% — 0,3949.t + 66,12
R?* =0,99801

22- Alimentacao

Equacéo 46 - Equacéo ajustada da concentragdo de AR para o Ensaio 11 (22 Alimentacgéao).

S= —9E —13.t% + 2E — 09.t> — 1E — 06.t* + 0,0004.t3 — 0,0631.t>
+ 5,373.t — 116,86
R* = 0,97279

Etanol

12- Alimentacéo

Equacdo 47 - Equacédo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 11 (12 Alimentac&o).

P= —6F —14.t* — 2E — 11.t3 + 2E — 09.t*> + 0,3125.t + 2,6649
R? = 0,96431

22- Alimentacéao

Equacéo 48 - Equacédo ajustada da concentragdo de Etanol para o Ensaio 11 (22 Alimentac&o).

P=9E —17.t* — 9E —14.t® + 3E —11.t%> + 0,0662.t + 18,18
R? = 0,91113

Sendo, S e P respectivamente, Concentracdo de AcUcares Redutores e

Concentragao de Etanol. E t, o tempo em minutos.
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Apéndice D — Dado sobre quantidade de bolhas de CO2 desprendidas

pelo tempo de fermentagé&o

Nas tabelas encontram-se os dados experimentais que relacionam a
quantidade de CO, desprendidas (medida qualitativa) com o tempo de

fermentacao para os ensaios de 1 a 11.

Tabela 21 - Tabela com informag6es d numero de bolhas desprendidas por minuto de
CO, (medida qualitativa) pelo tempo em minutos, para o Ensaio 1.

Tg:?r?)o Bolhas/min
8 63
11 106
17 156
20 170
31 200
35 160
43 156
48 148
62 152
69 124
77 72
80 72
86 60
93 24

Tabela 22 - Tabela com informac¢8es do nimero de bolhas desprendidas por minuto de
CO2 (medida qualitativa) pelo tempo em minutos, para o Ensaio 2.

Te”?'” Bolhas/min

(min)
3 24
5 24
8 40
11 72
13 104
16 116
20 144
24 176
27 180
33 188
38 216

43 188
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48 180
52 136
57 144
65 160
71 152
78 124
85 84
93 52

Tabela 23 - Tabela com informac&es do nimero de bolhas desprendidas por minuto de
CO2 (medida qualitativa) pelo tempo em minutos, para o Ensaio 3.

Tempo Bolhas/min

(min)
5 5
9 62
16 100
23 136
34 164
43 166
51 154
56 160
66 180
70 176
80 160
86 123
92 120

Tabela 24 - Tabela com informa¢des do numero de bolhas desprendidas por minuto de
CO2 (medida qualitativa) pelo tempo em minutos, para o Ensaio 4.

t (min)  Bolhas/min

1 7

6 100
12 100
33 140
40 136
47 164
61 80
71 44
77 20
87 36

90 0
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Tabela 25 - Tabela com informag6es do nimero de bolhas desprendidas por minuto de

CO2 (medida qualitativa) pelo tempo em minutos, para o Ensaio 5.

Tempo Bolhas/min
(min)

3 60

19 72

40 100

47 60

52 53

57 40

80 11

90 0

Tabela 26 - Tabela com informag6es do nimero de bolhas desprendidas por minuto de

CO2 (medida qualitativa) pelo tempo em minutos, para o Ensaio 6.

Tempo Bolhas/min
(min)

4 4

11 16
17 100
25 124
29 132
34 160
43 180
56 188
63 172
75 208
93 160
99 172
108 172
117 172
129 152
133 148
144 140
147 132
168 132
179 120
216 128
221 128
236 120
249 116
259 104
263 96
274 68
278 64
293 42
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309 28
312 12
333 8

Tabela 27 - Tabela com informac&es do nimero de bolhas desprendidas por minuto de
CO2 (medida qualitativa) pelo tempo em minutos, para o Ensaio 7.

t (min) Bolhas/min

8 63
11 106
17 156
20 170
31 200
35 160
43 156
48 148
62 152
69 124
77 72
80 72
86 60
93 24
93 76
98 118
104 146
110 160
113 188
115 212
119 192
124 154
136 100
141 42
149 12
151 128
163 176
167 168
171 188
180 160
197 88
203 80

211 30
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Tabela 28 - Tabela com informag¢6es do nimero de bolhas desprendidas por minuto de
CO2 (medida qualitativa) pelo tempo em minutos, para o Ensaio 8.

t(min)  Bolhas/min

10 54
19 153
35 192
42 168
43 164
47 130
55 120
70 109
84 36
96 3

98 80
101 120
106 164
119 174
121 200
132 216
144 184
149 172
152 164
159 160
163 159
168 154
174 134
180 133
183 132
191 120
201 120
207 120
210 120
223 120
226 120
236 120
238 112
241 100
245 75
250 40
252 32
256 16

271 2
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Tabela 29 - Tabela com informag¢6es do nimero de bolhas desprendidas por minuto de

CO2 (medida qualitativa) pelo tempo em minutos, para o Ensaio 9.

T((:::)o Bolhas/min
5 5
9 62
16 100
23 136
34 164
43 166
51 154
56 160
66 180
70 176
80 160
86 123
92 120
103 100
105 112
113 100
117 92
119 92
129 115
132 134
134 145
136 152
147 168
149 168
152 160
160 140
162 128
165 140
174 128
181 156
190 128
192 128
198 132
204 140
210 116
213 120
216 112
221 104
225 100
231 80
236 76
240 68
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244 60
246 52
249 48
251 44
252 40
255 24
258 20
260 16
262 16
263 16
265 16
269 8
273 4

Tabela 30 - Tabela com informac8es do niumero de bolhas desprendidas por minuto de
CO2 (medida qualitativa) pelo tempo em minutos, para o Ensaio 10.

t(min)  Bolhas/min

10 54
19 153
35 192
42 168
43 164
47 130
55 120
70 109
84 36
96 3

98 80
101 120
106 164
119 174
121 200
132 216
144 184
149 172
152 164
159 160
163 159
168 154
174 134
180 133
183 132
191 120
201 120
207 120

210 120
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223 120
226 120
236 120
238 112
241 100
245 75
250 40
252 32
256 16
271 2

Tabela 31 - Tabela com informac&es do nimero de bolhas desprendidas por minuto de
CO2 (medida qualitativa) pelo tempo em minutos, para o Ensaio 11.

Tempo Bolhas/min

6 68
10 56
13 56
17 104
22 112
25 120
35 148
52 76
55 60
58 52
63 24
71 76
77 56
81 100
84 108
87 84
94 96
96 88
98 92
104 88
111 92
116 100
124 100
128 100
130 100
133 100
136 100
140 100
151 120
173 120
175 112

177 112



184
194
196
197
202
205
208
225
234
237
244
248
253
256
258
261
263
266
269
274
276
278
280
201
295
302
356
358
366
369
373
382
387
399
403
409
412
418
429
437
447
464
473
476
483
487

88
96
100
108
108
108
100
112
112
112
92
80
88
100
100
112
112
128
112
112
112
112
112
128
144
112
108
92
88
84
64
104
72
88
80
76
56
60
60
60
60
52
52
44
12

117
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513 5
517 7




