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RESUMO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agtcar, maior produtor e exportador
de acucar e segundo maior produtor de etanol. O método mais utilizado para clarificacdo do
caldo da cana é o convencional, onde utiliza-se o didxido de enxofre, que é um gas tdxico e
poluente. Diante das exigéncias do mercado mundial com relacdo a seguranca do alimento, tem-
se buscado tecnologias alternativas para o tratamento do caldo. A ozonizacdo € utilizada
atualmente por doze usinas no Brasil, entre elas, a Usina Monte Alegre, que € a pioneira nessa
tecnologia. Foi objetivo deste trabalho verificar a influéncia da clarificacdo do caldo de cana
por ozonizacgdo na fermentacdo alcoolica, a partir de mostos compostos por caldos de diferentes
etapas do processo industrial: caldo misto, caldo clarificado, caldo evaporado e mel final. O
trabalho foi realizado em parceria com a usina Monte Alegre. As fermentacdes foram
conduzidas sob temperatura e agitacdo orbital de 32 °C e 150 rpm, e tempo de 12 horas. Os
caldos foram coletados do processo, assim como a levedura, que foi a mesma propagada na
usina. Foi realizado uma caracterizacdo fisico-quimica dos caldos coletados, verificado a
influéncia das concentrac6es iniciais de substrato no processo de propagacdo de leveduras,
analisado a influéncia das concentragdes iniciais de substrato e de células na fermentacao
alcoolica e estudado a cinética de fermentacdo para os diferentes tipos de mostos. No estudo da
propagacéo, foi utilizado uma concentragio inicial de células de 2,0 g.L%, e o mosto com
concentracédo de substrato 10 °Brix foi 0 que apresentou melhores resultados, para um tempo
de 7 horas, com uma concentragdo de células de 11,6 g.L . Para a verificacio da influéncia da
concentracdo inicial de substratos e células na fermentacéo alcodlica, a partir de planejamento
fatorial e superficie de resposta, obteve-se uma producdo maximizada de etanol para faixas de
concentragéo de substrato entre 13 e 20 °Brix e concentragdo de células entre 24 e 34 g.L L. Foi
adotada a condicdo de 13 °Brix e 30 g.L"! para o estudo da cinética de producéo de etanol nos
diferentes mostos. Foram realizadas andlises de acUcares redutores e etanol, e os resultados
obtidos para as velocidades de consumo de substrato, em g.L2.h*, foram: 7,28 + 2,3 para o
caldo misto, 6,78 + 1,2 para o caldo clarificado, 6,34 + 1,4 para o caldo evaporadoe 7,32 + 1,6
para o mel final. As produtividades em etanol, em g.L™.h??, foram: 2,93 + 0,81 para o caldo
misto, 2,70 + 0,57 para o caldo clarificado, 2,50 = 0,51 para o caldo evaporado e 2,70 = 0,49
para o mel final. Através da analise estatistica dos resultados, pode-se concluir que os tipos de
tratamentos dos caldos utilizados na composicdo dos mostos, bem como o sistema de
clarificacdo por ozonizacao, ndo influenciaram significativamente na fermentacéo alcoolica. As
maiores variagdes foram observadas para os diferentes dias de producéo, o que esta relacionado
as variacOes da matéria-prima processada e as oscilages do processo industrial.

Palavras-chave: 0zonio; levedura; Saccharomyces cerevisiae; etanol.



ABSTRACT

Brazil is the world's largest producer of sugarcane, the largest producer and exporter
of sugar and the second largest producer of ethanol. The most commonly used method for the
clarification of sugarcane juice is the conventional one, where sulfur dioxide, which is a toxic
and polluting gas, is used. In view of the requirements of the world market with regard to food
safety, alternative technologies for broth treatment have been sought. Ozone is currently used
by twelve plants in Brazil, among them the Monte Alegre Plant, which is the pioneer in this
technology. The objective of this work was to verify the influence of the clarification of the
cane juice by ozonation in alcoholic fermentation, from musts composed of broths of different
stages of the industrial process: mixed broth, clarified broth, evaporated broth and final honey.
The work was carried out in partnership with the Monte Alegre plant. The fermentations were
conducted under temperature and orbital agitation at 32 °C and 150 rpm, and time of 12 hours.
The broths were collected from the process, as well as the yeast, which was the same propagated
in the plant. A physical-chemical characterization of the broths was carried out, the influence
of the initial concentrations of the substrate in the yeast propagation process was verified, the
influence of the initial concentrations of substrate and of the cells in the alcoholic fermentation,
and the fermentation kinetics for the different types of musts. In the propagation study, an initial
cell concentration of 2.0 g.L™* was used, and the must with 10 °Brix substrate concentration
presented the best results, for a time of 7 hours, with a cell concentration of 11.6 g.L™. In order
to verify the influence of the initial concentration of substrates and cells in the alcoholic
fermentation, from factorial planning and response surface, a maximized ethanol production
was obtained for substrate concentration ranges between 13 and 20 °Brix and cell concentration
between 24 and 34 g.L. The condition of 13 °Brix and 30 g.L™ was adopted for the study of
the kinetics of ethanol production in the different musts. Analyzes of reducing sugars and
ethanol were carried out and the results obtained for the rates of substrate consumption, in g.L
1 h1, were: 7.28 + 2.3 for the mixed broth, 6.78 + 1.2 for the clarified broth, 6.34 + 1.4 for the
evaporated broth and 7.32 + 1.6 for the final honey. The yields in ethanol, in g.L™t.h", were:
2.93 + 0.81 for the mixed broth, 2.70 £ 0.57 for the clarified broth, 2.50 + 0.51 for the broth
evaporated and 2.70 + 0.49 for the final honey. Through the statistical analysis of the results, it
can be concluded that the types of treatments used in the musts composition, as well as the
clarification system by ozonation, did not significantly influence the alcoholic fermentation.
The greatest variations were observed for the different days of production, which is related to
the variations of the raw material processed and the oscillations of the industrial process.

Key words: ozone; yeast; Saccharomyces cerevisiae; ethanol.



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1 - Unidades de producdo e moagem média de cana-de-acUcar das Ultimas 10 safras

NO €Stad0 da Paraiba .........ccccieiiiiiiii i 19
Tabela 2.2— Moagem de cana-de-acgUcar e producdo de acglcar e etanol das Ultimas 7 safras no
eStad0 da Paraiba ..........ccoeiiiiiii s 19
Tabela 3.1- Amostras de caldos industriais coletadas na Usina Monte Alegre........................ 35
Tabela 3.2— Niveis reais e codificados para as varidveis de entrada: concentragdo de células (X)
e coNCeNntragao de SUDSLIALO (S) ...eoiveiiiiiiiiiiie ettt 41
Tabela 4.1- Resultados das analises das concentracdes de substrato e pH, realizadas para as
amostras de Caldos INAUSIITALS .....eoveiiiiiiiieie ettt 44
Tabela 4.2— Concentracdes de substrato, leveduras e pH no inicio da propagacao de leveduras
e ap0S 05 teMPOS e 10 € 24 NOTAS.......cceeivecieciece ettt et re e 49
Tabela 4.3— Resultados da fermentacdo alcodlica, obtidos para os mostos de 20 °Brix (amostra
MA-1) € 15 %BrixX (AMOSIra IMA-2) ....cviiiieeciie ettt arae e saaeaneas 51
Tabela 4.4 — Matriz do planejamento fatorial 22 + configuracdo estrela (DCCR), com as
variaveis de entrada (X e S) e resposta (producéo tedrica de etanol).........cccccovevvieiiinneennn, 54
Tabela 4.5 — Tabela de analise de variancia (ANOVA) ......cccccviiiiiereiie e 55
Tabela 4.6 — Velocidades de consumo de substrato, em g/Lh, para os diferentes tipos de mostos
das amostras MA-1, MA-2, MA-3, MA-4 € MA-5 ..o S7
Tabela 4.7 — Produgdes de etanol, em g/L, para os diferentes tipos de mostos das amostras MA-
3, MA-4 e MA-5, em um tempo de 12 horas de fermentagao...........cccccevveeveereeiveresieeseennn, 60

Tabela 4.8 — Produtividades em etanol, em g/Lh, para os diferentes tipos de mostos das amostras
MA-3, MA-4 e MA-5, em 12 horas de fermentagdo ...........cccecvvveeieeveiiie s 60



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1 - Fluxograma da recepGao € preparo da Cana..........c.cceeeevreereeseeseeseeseesieesseseesnens 20
Figura 2.2 - Fluxograma da moagem e extracao caldo (producdo do caldo misto) ................. 21
Figura 2.3 - Fluxograma do tratamento de caldo (producéo do caldo clarificado) .................. 22
Figura 2.4 - Fluxograma da evaporagéo (producéo do caldo evaporado) ...........ccccecerervrnnnnns 23
Figura 2.5 - Fluxograma da fabricacéo de actcar (producdo do mel final)...........c.cccccovenennn 24
Figura 2.6 - Fluxograma do processo de fermentacdo alcoolica..........coceovvveiviininicicrinnne. 24
Figura 2.7 - Sistema de geragédo e dosagem de 0zonio da Usina Monte Alegre .........cc.ccoovue... 26

Figura 2.8 — Curvas de ajuste dos resultados de uma experiéncia idealizada de fermentacéo.32
Figura 3.1 — Amostras dos caldos misto, clarificado, evaporado e mel final e da levedura SC-
20 cedidas pela Usina MONTE AIBQIE ..o s 36
Figura 4.1 - Mostos ao término do processo de propagacgdo de leveduras.............ccccvvvvvennnnns 46
Figura 4.2 — Aspecto do vinho fermentado; vinho delevedurado (a) e vinho levedurado (b)..46
Figura 4.3— Vinho centrifugado com separagdo da massa de levedura produzida na propagacéo

A8 CRIUIAS ...ttt bbb 46
Figura 4.4- Concentracédo de substrato em funcdo do tempo na propagacéo de leveduras.......47
Figura 4.5 - Concentracgéo celular em funcgdo do tempo na propagacao de leveduras ............. 47
Figura 4.6 — Linearizacdo da concentracdo de células em fungdo do tempo para a fase
23 010 1= o1 - 1 USSR 48
Figura 4.7 - Teste de floculacgdo realizado para 0 mosto fermentado...........cccceeevieienieninnnns 50
Figura 4.8— Mostos de CM, CC, CE e MF em processo de fermentagéo alcoolica................. 51
Figura 4.9— Consumo de substrato para CM, CC, CE e MF (amostra MA-1), com concentragdes
INICTAIS 8 20 OBFIX. . uviueetiesiete sttt sttt ettt sttt bbb bt bt e st e e et e st sbenbeebeeneeneas 51
Figura 4.10 — Consumo de substrato para CM, CC, CE e MF (amostra MA-2), com
concentragies INICIAIS A8 15 OBIIX ....iviiieiiieieiieiteeie sttt e e re e 52

Figura 4.11 — Diagrama de pareto para as varidveis de entrada do planejamento DCCR........ 55
Figura 4.12— Superficie de resposta — efeitos das concentracdes de célula e substrato na

producéo de etanol, para temperatura fixa de 32 °C........ccooiiiiiiiniieeee s 56
Figura 4.13— Concentracdo de substrato em fungdo do tempo, para a amostra MA-1............. 58
Figura 4.14 — Concentracdo de substrato em funcdo do tempo, para a amostra MA-2............ 58
Figura 4.15 — Concentracdo de substrato em funcdo do tempo, para a amostra MA-3............ 59
Figura 4.16 — Concentracédo de substrato em funcéo do tempo, para a amostra MA-4............ 59
Figura 4.17 — Concentracédo de substrato em funcdo do tempo, para a amostra MA-5............. 60
Figura 4.18— Produgéo de etanol em funcéo do tempo, para a amostra MA-3 ...........ccccevenees 61
Figura 4.19 — Producéo de etanol em funcdo do tempo, para a amostra MA-4 ...............c....... 62

Figura 4.20 — Producdo de etanol em fungéo do tempo, para a amostra MA-5 ...........ccceeveeee. 62



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt ettt ettt sttt n st en st 14
1.1 OBUIETIVO GERAL ..ot s e e s e e e eeeeeseseeeseeeeeeeseeen, 15
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ... eueeeeeeeeeeeeeteeeeeeee st aeenn, 15

2 REVISAO DE LITERATURA ..o e e e e e e e 17
21 A MATRIZENERGETICA BRASILEIRA . .....ooo oo, 17
2.2 OS BIOCOMBUSTIVEIS ..ot oeeeeeeeeteeeeeeee e e e et et ae e et er e eeeee et etees e e et eneeeeenees 17
2.3  UNIDADES PRODUTORAS NO ESTADO DA PARAIBA ..o, 18
2.4 PROCESSO DE PRODUCAO DE ETANOL — USINA MONTE ALEGRE .......... 19
25 CLARIFICACAO DO CALDO: METODO CONVENCIONAL E OZONIZACAO

25
2.6 PREPARO DO MOSTO .. oottt ettt ettt et ettt et ettt et et ee ettt et et et enenenns 27
2.7 O MICROORGANISMO (LEVEDURA) ......coiitiiiieiereieeeesieeseseses s nessssenessees 27
28 AFERMENTACAO ALCOOLICA.......oooeeeeeeveeetee et 29
29 O MOSTO FERMENTADO (VINHO) .....ooouiiieeiieeteeeeeeeeseess s 30
2.10 FATORES INTERFERENTES NA FERMENTACAO ALCOOLICA ................... 31
2.11 ESTUDO CINETICO DA FERMENTAGCAO ALCOOLICA ......cccovveveererser, 32

3 MATERIAL E METODOS. ...ttt seeeeeeeeeeeeee e ese e e eeeeenens 35
3.1 CALDOS E MOSTOS ..ottt ettt ettt et et ettt e et ettt et et ettt ee et ettt enenenenns 35
3.2 LEVEDURA ..ot ettt ettt ettt ettt et et ettt et e ettt e et ettt ettt etenns 35
3.3 ANALISES REALIZADAS ..o oottt ettt ettt ettt ettt 36

3.3.1 CONCENTRAGCAOQO DE LEVEDURAS ........cccovsiieieeeieeresessiessses s 36

3.3.2 CONCENTRACGCAO DE ETANOL ....coovieiiiccece et 38

3.3.3 PERCENTUAL DE FLOCULAGAO .......cooveveieeeeeeeeeees s 39

3.34 ACUCARES REDUTORES TOTAIS (ART) .oiiieiieeieeseeeeeeee s, 39
3.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS CALDOS........ccccooeererrrrrerrerinene. 40
35 PROPAGACAO DE LEVEDURAS: INFLUENCIA DA CONCENTRACAO
INICIAL DE SUBSTRATO ...ttt ee e eeeeseeeeeseseeeeeeeeeaesseseneseeeesesesnnnens 40
3.6 FERMENTACAO ALCOOLICA: ESTUDOS PRELIMINARES ......cccccoevvvrvnnnn. 41
3.7 FERMENTACAO ALCOOLICA: INFLUENCIA DA CONCENTRACAO INICIAL
DE SUBSTRATO E CELULAS ..o coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eenanenns 41
3.8 FERMENTAGCAO ALCOOLICA: CINETICA DA PRODUCAO DE ETANOL NOS
DIFERENTES MOSTOS ....oceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ee et ee e et ee et eeeteeeeeeeseseeeeeeeseneseeeeaeenns 42
39 CALCULO DOS PARAMETROS CINETICOS DAS FERMENTACOES
ALCOOLICAS ..ottt ettt ee e e et e e e e e e e e 42

4 RESULTADOS E DISCUSSAO ..oooieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeeeee e ee e e s seeeeeenens 44
41 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS CALDOS........cccccoveeveeieerereien. 44
4.2 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO INICIAL DE SUBSTRATO NA
PROPAGAGCAQO DE LEVEDURAS ..ottt sttt 45
43 AVALIACAO DA CONCENTRACAO INICIAL DE SUBSTRATO NA
FERMENTAGCAO ALCOOLICA ..ottt eeen st 50
44 INFLUENCIA DAS CONCENTRACOES INICIAIS DE SUBSTRATO E
CELULAS NA FERMENTAGAO ALCOOLICA ..ot 53
45 CINETICA DA PRODUCAO DE ETANOL NOS DIFERENTES MOSTOS......... 57

B CONCLUSOES ..ottt ee e e e e e e 64

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt et e et ee e e e e e eaeeee e neaeennenes 66

APENDICE A - Curva de calibracio para as analises de aclcares redutores totais (ART) —

1YL= 00 o (o T ] N TR 69

APENDICE B — Planilha em Excel utilizada para a analise de variancia (ANOVA) ............ 70

APENDICE C - Certificado de apresentacio do trabalho: Influéncia da concentragio inicial
de substrato na propagacéo de levedura do tipo Saccharomyces cerevisiae de uso industrial,



apresentado durante o 2° CONAPESC — Congresso Nacional de Pesquisa e Ensino em Ciéncia,
realizado no periodo de 07 a 09 de junho de 2017, em Campina Grande-PB...........c.cccccovenie. 71
APENDICE D - Certificado de apresentago do trabalho: Produc&o estimada de etanol a partir
de mostos de diferentes concentracdes de substrato e células, apresentado durante o 2°
CONAPESC — Congresso Nacional de Pesquisa e Ensino em Ciéncia, realizado no periodo de
07 a 09 de junho de 2017, em Campina Grande-PB ..........ccccceiieiiiie i 72
APENDICE E - Certificado de apresentacéo do trabalho: Utilizac4o da metodologia DNS para
determinacdo de acucares redutores residuais do processo de fermentacdo alcoolica,
apresentado durante o 2° SIMPIF — Simposio de Pesquisa, Pds-Graduacéo e Inovacéo do IFPB,
realizado no periodo de 20 a 23 de novembro de 2017, em Jodo Pessoa -PB...........cccccccuveneee 73
ANEXO A — Teste de Tukey aplicado para as analises de concentracdo de substrato (Tabela
4.1) 74

ANEXO B — Teste de Tukey aplicado para as anélises de pH (Tabela 4.1)........ccccceeerveneneen. 75
ANEXO C - Teste de Tukey aplicado para as velocidades de consumo de substrato (Tabela
4.6) 76

ANEXO D - Teste de Tukey aplicado para as produtividades em etanol (Tabela 4.8) .......... 77



14

1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar. A Regido Centro-Sul, que
agrega os Estados das Regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, responde por 90% deste volume,
enguanto os 10% restantes cabem aos estados da Regido Norte/Nordeste. O Brasil é também o
maior produtor e exportador de acucar do mundo e o segundo maior produtor global de etanol,
ranking liderado pelos Estados Unidos. Atualmente, sdo 371 unidades produtoras em atividade,
mais de 900 mil empregos formais diretos gerados apenas pelo setor produtivo e 70 mil
produtores rurais de cana-de-agucar independentes. (UNICA, 2017).

O setor sucroalcooleiro no estado da Paraiba possui atualmente 8 unidades produtoras
ativas, todas localizadas na zona da mata paraibana, nos municipios de Rio Tinto, Mamanguape,
Santa Rita, Caapord e Pedras de Fogo. A Associacdo dos Plantadores de Cana da Paraiba
(ASPLAN), ressalta a importancia da cultura da cana em seu aspecto social e econémico, tendo
em vista o perfil produtivo dos domicilios agricolas canavieiros do estado, onde 75,48% séo
micro produtores que produzem até 1.000 toneladas por safra e 17,75% s@o pequenos
produtores, na faixa entre 1.000 e 5.000 toneladas safra. (ASPLAN, 2017).

O processo de clarificacdo do caldo de cana-de-agUcar pelo método tradicional da
sulfitacdo, destinado a fabricacao do acucar branco, é empregado na maioria das industrias do
setor. Esse método polui 0 meio ambiente devido a grande toxidade do enxofre e seus derivados
(ARAUJO, 2007). Tragos de enxofre podem ocasionar alteracBes sensoriais do produto,
principalmente de sabor e odor, além de reacGes alérgicas e dores de cabeca, no caso de
concentragfes maiores. (INMETRO, 2016).

Com as novas exigéncias do mercado, visando a seguranca dos alimentos, tem-se
estabelecido padrbes de qualidade e o cumprimento de normas alimenticias, como limites de
sulfito residual, o que tem levado a necessidade da busca de outras formas de tratamento do
caldo para reducdo de cor e turbidez do produto, sem afetar a seguranca alimentar. (JORNAL
DA CANA, 2013).

De acordo com 0 anexo n° 11, quadro n° 01 da norma regulamentadora n° 15, portaria
MTB n° 3.214, de 28 de junho de 1978 (BRASIL, 1978), é classificada como grau de
insalubridade méxima, as atividades ou operac¢des nas quais os trabalhadores ficam expostos ao
agente quimico dioxido de enxofre, quando forem ultrapassados os limites de tolerancia de 4
ppm ou 10 mg/m?3, para jornadas de até 48 horas semanais.

No processo convencional, para tratamento do caldo da cana-de-agucar, o enxofre €

utilizado por seu custo competitivo. Com o desenvolvimento da aplicacdo do ozénio, que é
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produzido na prépria usina através de equipamentos que transformam o oxigénio presente no
ar atmosférico em ozénio, esta competitividade em termos de baixo custo desaparece.

Diante dessa busca por novas tecnologias para a clarificacdo do caldo de cana, percebe-
se a necessidade de melhor entendimento da influéncia dos novos aditivos, que fardo parte da
composi¢do do mosto, no processo de fermentagdo alcoodlica. Faz-se necessario o estudo do
comportamento de leveduras alcodlicas diante de mostos que recebem um tratamento
diferenciado e que ndo possuem residuos de enxofre em sua composi¢ao.

O trabalho foi realizado em parceria com a usina Monte Alegre S/A, que esta
localizada na cidade de Mamanguape-PB, a 50 km da capital paraibana. Seus principais
produtos sdo: acgucar cristal e triturado, aclcar demerara, agucar VHP e etanol dos tipos
hidratado e anidro.

A escolha da Usina Monte Alegre se deu pelo fato da mesma ser pioneira no Brasil na
fabricacdo do agucar com a utilizagdo do 0zodnio na clarificagdo do caldo. Uma particularidade
encontrada na Usina Monte Alegre, é que a mesma utiliza o caldo de saida do primeiro estagio
da evaporacdo para composicdo do mosto. Dessa forma, pode-se avaliar o desempenho
fermentativo de mostos com diferentes caracteristicas, de acordo com a etapa de producdo do
mesmo, ou seja, mostos obtidos a partir de caldo clarificado (ozonizado), de caldo evaporado,
que além de passar pelo processo de clarificacdo, recebe um tratamento térmico, de mel final,
que pelo fato de ser isento de enxofre desperta o interesse para verificacdo do seu
comportamento, além do mosto obtido a partir do caldo misto, que ndo passou por processos
de tratamento e serve como parametro comparativo. Como o trabalho se propde a estudar o
processo de fermentacdo alcodlica a partir de diferentes tipos de mostos, o processo da Usina

Monte Alegre torna-se um excelente objeto de estudo.
1.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a influéncia do sistema de clarificacdo de caldo por ozonizacdo na
fermentacao alcoolica, usando mostos obtidos de diferentes etapas do processo industrial; caldo

misto (CM), caldo clarificado (CC), caldo evaporado (CE) e mel final (MF).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a caracterizagdo fisico-quimica de caldos industriais coletados das diferentes etapas

do processo (CM, CC, CE e MF), a serem utilizados para a composi¢do do mosto;
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- Verificar a influéncia das concentracdes iniciais de substrato na propagacao de leveduras;
- Analisar as concentrac@es iniciais de substrato e de células na fermentacéo alcodlica, através
da ferramenta planejamento experimental fatorial,

- Avaliar a cinética de fermentacdo para os diferentes tipos de mostos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A MATRIZ ENERGETICA BRASILEIRA

O Brasil é reconhecido e elogiado mundialmente pelo forte componente renovavel de
sua matriz energética. Hoje, mais de 40% de toda a energia utilizada no pais vem de fontes
renovaveis. O setor sucroenergético tem papel-chave nesse quadro: a cana-de-agucar, matéria-
prima para a produgdo de etanol e bioeletricidade, é a segunda maior fonte de energia renovavel
do pais, representando quase 15,7% na matriz energética nacional. Este percentual j& posiciona
0 pais acima da média mundial (13,2%) no uso de energias limpas e renovaveis. (UNICA,
2017).

O Brasil e referéncia na producao de agroenergia. Programas como os do etanol e do
biodiesel atraem a atencdo do mundo por ofertar alternativas econdmica e ecologicamente
vidveis a substituicdo dos combustiveis fosseis. Menos poluente e mais barata, a geracdo de
energia com o uso de produtos agricolas representa a segunda principal fonte de energia
primaria do pais. O consumo do alcool supera o da gasolina e o biodiesel ja conta com
participacao relevante na matriz de combustiveis no pais em mistura obrigatoria com a gasolina.
(MAPA, 2017).

2.2 0OS BIOCOMBUSTIVEIS

Biocombustiveis sdo substancias derivadas de biomassa renovavel. No Brasil, os dois
mais usados sdo o etanol e o biodiesel. Um biocombustivel pode substituir parcial ou
integralmente, compostos de origem fdssil em motores ou em outros tipos de geragdo de
energia. Por serem biodegradaveis, e praticamente livres de enxofre e compostos aromaticos,
ndo causam impactos elevados ao meio ambiente. A disponibilidade territorial e condicdes
climéticas favoraveis propiciam o cultivo das matérias-primas necessarias a producdo dos
biocombustiveis, o0 que tem incentivado investimentos em politicas publicas no ambito social
para o aproveitamento das potencialidades regionais, com geracdo de renda e empregos e um
desenvolvimento sustentavel. (ANP, 2017).

O etanol (CH3CH2OH), ou alcool etilico, pode ser obtido industrialmente através de
via bioldgica fermentativa (alcool de fermentagdo), da sintética (alcool de sintese) e,
excepcionalmente da destilagdo de liquidos alcoolicos (alcool de recuperacdo). A via biologica
fermentativa é realizada a partir do processamento e fermentacdo de cana-de-agucar, milho,

beterraba e batata, entre outros. Na industria sucroalcooleira brasileira, a cana é a materia-prima
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mais utilizada e pode ter dois destinos: producdo de acucar ou etanol. O etanol é produzido a
partir da atividade enzimatica das leveduras sobre os agucares. Este alcool € o que se encontra
em bebidas alcoolicas, assim como no alcool combustivel e na gasolina, como um aditivo. O
etanol também é bastante empregado na indudstria, seja na farmacéutica (na producdo de
perfumes, logGes, antissépticos, etc.) ou como solvente quimico. Atualmente, o Brasil produz
etanol de 12 geracdo e 22 geracdo. Os automoveis que circulam no pais utilizam duas categorias
de etanol: hidratado e anidro. O hidratado € usado diretamente em motores desenvolvidos para
este fim ou em motores com tecnologia flex. O anidro € misturado a gasolina, sem prejuizo para
0s motores, em proporg¢des variaveis, de acordo com a vigéncia legal. (ANP, 2017).

De acordo com a portaria do ministério de agricultura, pecuaria e abastecimento
(MAPA) n° 75, de 05/03/2015, com data de vigéncia em 16/03/2015, a mistura carburante
etanol anidro-gasolina no Brasil é de 27% para a gasolina comum e 25% para a gasolina
premium. (MAPA, 2015).

N&o ha nenhum outro pais que tenha uma frota de 24 milhGes de veiculos habilitados
a funcionar com qualquer combinacdo de gasolina e etanol. O consumo de etanol hidratado
pelos automdveis flex, combinado a mistura atual obrigatoria de 27% de etanol anidro na
gasolina, reduziu a emissdo de gases de efeito estufa (GEE) em mais de 300 milhdes de
toneladas de COzeq (equivaléncia em didxido de carbono) desde marco de 2003, data do

lancamento dos veiculos flex no Brasil, até maio de 2015. (UNICA, 2017).

2.3 UNIDADES PRODUTORAS NO ESTADO DA PARAIBA

Das oito unidades produtoras em atividade no estado da Paraiba, duas sdo do tipo
mista, ou seja, produzem acucar e etanol, uma produz somente aclcar e as outras cinco
produzem somente etanol. A Tabela 2.1 apresenta as unidades de producao ativas no estado da
Paraiba, suas localizag¢Ges, produtos (aglcar e/ou etanol) e as suas moagens, obtidas das médias
das altimas 10 safras, e a Tabela 2.2 apresenta as quantidades de cana-de-agucar processadas e
as producdes de acucar e etanol para o estado da Paraiba para as safras 2010/2011 até a safra
2016/2017.

A Usina Monte Alegre ¢ pioneira na utilizacdo do oz6nio para clarificacdo do caldo.
Em todo Brasil, apenas 12 usinas fazem uso dessa tecnologia.
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Tabela 2.1 - Unidades de producdo e moagem média de cana-de-acucar das Ultimas 10 safras
no estado da Paraiba

Unidade de Producéo Municipio Produto Moagem (t)*

D’Padua Rio Tinto Etanol 497.988
Monte Alegre Mamanguape Mista 697.891
Miriri Santa Rita Etanol 763.718
Japungu Santa Rita Etanol 942.230
Agroval Santa Rita Acucar 695.355
Séo Jodo Santa Rita Mista 481.048

Giasa Pedras de Fogo Etanol 1.037.288
Tabu Caapora Etanol 589.187

*Meédias das Ultimas 10 safras; safra 2007/2008 a safra 2016/2017
Fonte: adaptado ASPLAN-PB (2017)

Tabela 2.2—- Moagem de cana-de-agucar e producdo de agucar e etanol das dltimas 7 safras no
estado da Paraiba

Safra Cana (t) Acucar (t) Alcool (m®)
2010/2011 5.246.317 182.778 297.858
2011/2012 6.723.102 269.950 357.490
2012/2013 5.292.651 208.746 305.741
2013/2014 5.150.483 77.110 338.818
2014/2015 6.723.322 147.849 420.619
2015/2016 5.737.280 129.047 355.913
2016/2017 4.891.050 189.618 283.740

Fonte: MAPA (2017)
2.4 PROCESSO DE PRODUCAO DE ETANOL — USINA MONTE ALEGRE

O processo de producao de etanol da Usina Monte Alegre esta apresentado atraves das
Figuras 2.1 a 2.6, que mostram os fluxogramas resumidos por etapa de producdo, indicando a
origem dos caldos utilizados na composi¢do do mosto.

Chegada da matéria-prima

A cana-de-aclcar é quantificada e qualificada ao chegar na usina, onde todo
carregamento de cana passa por uma pesagem, no setor de balanca, depois segue para o setor
de laboratdrio, onde sdo realizadas analises visando a quantificacdo do teor dos agUcares totais

recuperaveis, e em seguida sdo encaminhados para o setor de recep¢do de cana.

Recepcéo e preparo da cana

Nas mesas alimentadoras do tipo inclinada da-se inicio ao preparo da cana, com o
processo de lavagem. O preparo da cana tem como objetivo garantir a abertura das células que
contém sacarose, facilitando a sua extracdo. Apds a lavagem nas mesas, a cana é lancada na

esteira metalica, passa pelas navalhas, onde a cana é transformada em uma massa compacta de
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maior densidade, e pelo desfibrador, que complementa a preparacdo e desintegracdo da cana,
facilitando a extragdo de caldo. Em seguida é conduzida na esteira de borracha, onde passa pelo
eletroimd, responsavel pela captacdo de pecas metalicas. Posteriormente, o material €
conduzido ao processo de moagem.

A Figura 2.1 mostra o fluxograma da matéria prima (cana-de-aglcar) desde a sua

colheita até ser direcionada ao setor de moagem e extracéo.

Figura 2.1 - Fluxograma da recepcao e preparo da cana
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Moagem e extracao do caldo

O setor de moagem e extracao e formado por um conjunto de moendas. Cada moenda
é composta por trés rolos ou tambores de extracdo (rolo de entrada, rolo superior e rolo de
saida).

Utiliza-se o sistema de embebicdo com agua para extrair a maior quantidade possivel
do acucar contido no bagaco, atraves do caldo. A vazao da embebicao é calculada com relacao
a quantidade de fibra da cana-de-acUcar e 0 método utilizado é a do tipo composta multipla,
que consiste na aplicacdo da agua antes da ultima moenda, reconduzindo o caldo obtido nesta
para antes da penultima moenda, e assim por diante até a embebicdo do 2° terno. O 1° terno ndo
sofre adicdo prévia de nenhum liquido, por isso se diz que nele é aplicada uma presséao seca, ja
as demais moendas sofrem pressao Umida. O caldo obtido da primeira moenda de pressdo umida
(2° terno) se junta com o caldo obtido da moenda de presséo seca (1° terno) e forma o caldo
misto (CM). O caldo misto passa por peneiras rotativa e estatica para retirar o excesso de bagaco
e segue para o setor de tratamento de caldo, onde sera destinado para a producédo de agucar ou
etanol.

A Figura 2.2 mostra o fluxograma do processo de extracéo do caldo da cana e obtencéo
do caldo misto (CM).



21

Figura 2.2 - Fluxograma da moagem e extracdo caldo (producao do caldo misto)
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Clarificacao do caldo

A usina Monte Alegre utiliza a tecnologia do tratamento de caldo por ozonizagédo, em
substituicdo ao enxofre, onde 0 0zonio € gerado a partir da passagem do gas oxigénio atraves
de um arco elétrico, causando a dissociacdo da ligacdo O-O e combinando-se com outra
molécula de O, de acordo com a reagdo estequiométrica (30, = 20;).

O caldo misto recebe dosagem do 0zdnio nos hidrojetores, e 0 0z0nio passa a atuar por
oxidagdo sobre os agentes formadores de cor. Em seguida o caldo passa pelo processo de
caleacdo, que tem por objetivo a neutralizacdo da acidez, corre¢do de pH, reacdo com &cidos
organicos, precipitacdo de coloides, formacao de Caz(POs)2, floculacdo e arraste de particulas
em suspensdo. Apos a caleacéo, o caldo é aquecido a uma temperatura aproximada de 105 °C,
para acelerar as reacOes, reduzir densidade e viscosidade, saturar os sais formados nas reacdes,
promover a floculacdo, promover coagulacdo das proteinas, possibilitar a remocéo de ar e dos
gases dissolvidos e, como consequéncia, controle microbioldgico, eliminando e impedindo o
desenvolvimento de bactérias. Apos essa etapa, passa por um flasheamento, para eliminar as
bolhas de ar e o ar dissolvido no caldo e em seguida por uma decanta¢do, com o objetivo de
promover a separacao fisica entre solido e liquido por diferenca de densidade. A parte sélida,
conhecida como lodo, segue para a filtracdo, realizada em filtros rotativos, com o objetivo de
recuperar o agucar do lodo, os quais retornam ao processo na forma de caldo filtrado e a fracdo
liquida, caldo decantado, segue para a etapa de peneiramento, onde obtém-se o caldo clarificado

(CC). A Figura 2.3 mostra o processo de clarificagéo do caldo.
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Figura 2.3 - Fluxograma do tratamento de caldo (producéo do caldo clarificado)
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Evaporacéo do caldo

Para garantir uma temperatura em torno de 115 °C na entrada da evaporacéo, o caldo
clarificado passa por mais uma etapa de aquecimento.

A evaporacdo tem como finalidade, retirar &gua presente no caldo para promover a
concentracdo do mesmo e possibilitar o processo de formacdo do cristal aproveitando os
vapores gerados. Nesse processo a concentracdo do caldo é elevada de aproximadamente 15
°Brix a 65 °Brix, onde se obtém o0 xarope, que segue para o setor de cozimento de massas para
a fabricacdo de acUcar.

Uma particularidade do processo da Usina Monte Alegre, é a utilizacdo do caldo de
saida do primeiro evaporador, caldo evaporado (CE) na fermentacéo alcoolica, onde o CE passa
por um trocador de calor (regenerador) e em seguida por uma diluigdo para entéo fazer parte da

composic¢ao do mosto.
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Durante a evaporacdo pode ocorrer algumas transformacdes fisico-quimicas no caldo,
como formacdo de cor e diminui¢do de pH (durante a evaporacdo é comum um decréscimo no
pH, que é proporcional ao tempo de retencdo na evaporacao).

A Figura 2.4 mostra o fluxograma do setor de evaporacgédo, de uma forma resumida,
onde parte do caldo da saida do primeiro evaporador (CE) é destinado ao diluidor para

composicdo do mosto.

Figura 2.4 - Fluxograma da evaporacédo (producéo do caldo evaporado)
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Fabricacéo de agucar (producédo do mel final)

O mel final (MF) ou melaco é obtido a partir do processo de centrifugacdo da massa
mais esgotada, massa B ou C. A Figura 2.5 mostra o fluxograma do processo de producdo do
mel final, que apos saida das centrifugas da fabricacdo de acucar, segue para um tanque de
estocagem para posterior aproveitamento na fermentacéo, onde fard parte da composi¢édo do

mosto.



Figura 2.5 - Fluxograma da fabricacéo de acucar (producdo do mel final)
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O sistema de fermentacdo utilizado na Usina Monte Alegre é do tipo batelada

alimentada. A Figura 2.6 mostra o fluxograma do processo de fermentagdo alcodlica e

centrifugacdo do vinho, com reciclo de levedura e produgdo do vinho delevedurado, que é
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direcionado as colunas de destilacdo para purificacdo e producéo de etanol hidratado e anidro.

Figura 2.6 - Fluxograma do processo de fermentacdo alcodlica
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2.5 CLARIFICACAO DO CALDO: METODO CONVENCIONAL E OZONIZACAO

No Brasil, produtor de aclcar de cana-de-acgucar, utiliza-se na clarificacdo do caldo, o
método convencional de sulfitacdo, tendo o dioxido de enxofre como agente sulfitante. A
sulfitacdo consiste em promover o contato do caldo com o gas sulfuroso, dioxido de enxofre
(SO»), para a sua absorgéo e visa a eliminacdo de materiais corantes e reducdo de viscosidade
de massas.

O uso de dioxido de enxofre, embora regulamentado, como aditivo alimentar, é
observado com cautela pelos paises importadores de agucar, em consequéncia de possivel efeito
alergénico associado, diminuindo as exportacdes de acgucar refinado brasileiro, por meio de
adocdo de barreira técnica, respaldados pela legitimidade da seguranca alimentar, embora se
considere a possibilidade de barreira comercial disfarcada. A Unido Europeia e América do
Norte utilizam o acUcar de beterraba, o qual é isento de dioxido de enxofre na clarificacdo

O uso do enxofre tem limitacGes pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). As
industrias americanas e europeias ndo permitem a sua utilizacdo. No Brasil so existe limitacao
para exportacao, que é de 7 ppm (parte por milhdo).

O ozonio (0O3) atua por oxidacéo sobre praticamente 0os mesmos agentes formadores
de cor que o enxofre (que atua como redutor), porém possui o dobro do potencial de
oxirreducdo, e com varios beneficios adicionais por nao reduzir o pH do meio, o que implica
em menor consumo de cal. Inicialmente o caldo de cana puro, sem nenhum agente quimico,
passa pelo processo de 0zonizagdo recebendo uma carga de ozonio suficiente para reduzir até
40% da cor original.

O ozbnio possui a propriedade de oxidar, isto é, de trocar elétrons com algumas
moléculas polares (ndo necessariamente ionizaveis). No processo de producdo de acgucar, 0s
mesmos sdo utilizados para oxidar principalmente os produtos intermediérios da reagdo
enzimatica responsavel pela formacdo da melanina, que é um dos maiores agregadores de cor,
preparando-0s para que 0S mesmos sejam removidos posteriormente através das etapas de
carbonatacéo ou fosfatacdo. (SHORE et al., 1984).

O o0z6nio é um gas reativo, incolor nas condi¢des atmosféricas, relativamente instavel
em solucdo aquosa, com meia vida de 165 minutos, a 20°C. Por outro lado, é muito estavel no
ar, com meia vida de aproximadamente 12 horas em condi¢Ges normais de temperatura e
pressdo. (DI BERNARDO, 1993).

A palavra ozonio vem do grego “el cheiro” a qual é muito apropriada por possuir um
cheiro caracteristico e refrescante que lembra o odor do ar apds uma tempestade elétrica. E a

forma tri atdmica do oxigénio (Os), de peso molecular 48 g.mol?. Forma-se quando as
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moléculas de oxigénio (O2) se rompem devido a radiacdo ultravioleta que vem do sol, e 0s
atomos separados combinam-se individualmente com outras moléculas de oxigénio, podendo
ser reproduzido instantaneamente por um equipamento elétrico compacto quando uma corrente
alternada de alta voltagem € descarregada na presenca de oxigénio. Tem a propriedade de oxidar
de forma répida e eficiente as substancias organicas e inorganicas presentes na agua. A geragdo
de oz6nio ocorre pelo principio de descarga elétrica, que acelera elétrons o suficiente para partir,
através do impacto, as ligacGes da molécula de oxigénio. Os atomos livres reagem com outras
moléculas de oxigénio para a formacdo do ozénio.

O ozbnio é um gas altamente instavel, logo se recompondo como oxigénio, por isso
ndo é possivel armazena-lo, devendo ser sempre produzido no momento do uso. A velocidade
de dissociagdo de Oz para O> depende da temperatura e da concentragdo de 0z6nio: ou seja,
guanto maior a concentragao e maior a temperatura, maior a dissociacao, e vice-versa. Devido
ao alto poder oxidante do ozbnio e ao fato de ndo produzir subprodutos tdxicos, suas aplicacdes
sdo bastante amplas.

No Brasil, 0 0zénio tem sido comercialmente explorado ha mais de 15 anos, aplicado
a principio no tratamento de agua mineral ou em hospitais. O gas 0zonio é o mais poderoso
bactericida que se conhece atualmente porque age 3.120 vezes mais rapido que o cloro, além
de ser 20 vezes mais efetivo e 100 vezes mais soltvel em &gua. O 0zdnio rompe rapidamente,
por oxidagdo, as paredes celulares de bactérias, virus e microrganismos existentes. 1sso sem
causar efeitos colaterais, prejudiciais aos seres vivos. (OZONEBRAS, 2014).

A Figura 2.7 mostra o sistema de geracao e dosagem de 0zonio da Usina Monte Alegre.

legre

Figura 2.7 - Sistema de geragdo e dosagem de 0zénio da UsinaMonte A"\i

Fonte: USINA MONTE ALEGRE (2017)
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2.6 PREPARO DO MOSTO

A concentracdo de aclcares do mosto deve ser compativel com a natureza e
composi¢do da matéria-prima, com o tipo de levedura empregada e com o processo de conducéo
da fermentacdo. Dada a existéncia de uma correlacdo entre a concentracao de sélidos e de
acucares, a concentracdo do mosto, na pratica é estabelecida em termos de graus Brix. O caldo
tem uma concentracao que varia entre 14 e 20 °Brix, e em funcéo de sua pureza, apresenta uma
concentracdo de agUcares totais variando entre 12,5 e 18,0%. Com a diluicéo, através da
embebicéo sofrida nas moendas, sdo obtidos mostos com concentragdes entre 11 e 14 °Brix.

Valores baixos de ART/Brix indicam que uma maior quantidade de melaco foi
utilizada no preparo do mosto. Considerando que o melago possui uma maior quantidade de
substancias inibidoras das células de levedura em sua composicdo, é de se esperar um
desempenho fermentativo menor, quanto menor for o valor deste parametro. (BICUDO et al.,
2016).

A acidez do mosto e a atividade do agente fermentativo séo estreitamente ligados. A
reacdo 6tima se dar no meio &cido, com um pH em torno de 4,5, e em termos de acidez total,
entre 2,0 e 2,5 g de acido sulfdrico por litro de mosto. A acidez alem de favorecer o
desenvolvimento de levedura, provoca inibicao das bactérias.

A fermentacgéo contribui para elevacdo da temperatura de modo exagerado, podendo
as condicBes se tornarem adversas as leveduras, que tem a sua atividade limitada e ao mesmo
tempo, favorecendo o desenvolvimento de bactérias que entdo, encontram sua temperatura
Otima. Por este motivo, a refrigeracdo do mosto torna-se necessaria.

Bicudo et al. (2016), relatam sobre a dificuldade que se tem de caracterizar
guimicamente 0 mosto e a sua variacao significativa das concentragfes dos componentes ao
longo da safra. Também comenta sobre a variacdo do rendimento fermentativo, demonstrando
a variacdo da qualidade da matéria prima, o que interfere significativamente no desempenho da

levedura.

2.7 O MICROORGANISMO (LEVEDURA)

O processo fermentativo é realizado pela atividade de certos microrganismos presentes
no mosto comumente chamado de fermento ou levedo. O fermento pode ser definido como uma
concentracdo de células de leveduras, suficientemente concentrada, de maneira a garantir a
fermentacdo de um determinado volume de mosto em condic¢es econdémicas. A multiplicacao

das leveduras € controlada até que seja atingido um volume de suspensdo de células coerente
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com o volume do pré fermentador ou com o da dorna principal. O processo esta baseado no
fato de que, uma vez atingida a concentracdo celular méxima (nimero de Brown), a levedura
ndo mais se reproduz, desempenhando tdo somente as func¢des fermentativas, consumindo
acucar apenas para a producao de etanol.

A separacdo das leveduras do mosto é realizada em turbinas, pela acdo da forca
centripeta, através da diferenca de densidades; o vinho sai pela parte superior e o leite de
levedura pela parte inferior. O vinho delevedurado é encaminhado para uma dorna pulméo e
dai, para o aparelho de destilacdo, enquanto o leite de levedura é encaminhado para o
tratamento, onde sera hidratado e acidificado, obtendo um pH préximo a 2,8. Nessas condigdes,
as bactérias remanescentes ndo conseguem sobreviver, 0 mesmo ocorrendo com as células
velhas de leveduras, enquanto que as células vigorosas resistem bem.

Os principais fatores que controlam as atividades das leveduras na fermentacédo
alcodlica, sdo: concentragfes de agUcares, que estd intimamente ligada a natureza da parede
celular, que funciona como agente no transporte dos aclcares, por difusdo, para o interior da
célula; a agitacdo da dorna, que provoca a permanéncia das células em suspensdo, aumentando
a superficie de contato com o0 mosto; a reacdo do meio, pois as leveduras sdo microrganismos
aciddfilos e, de modo geral é bem conduzida em pH entre 4,5 e 5,5; a temperatura, que para o
bom desenvolvimento da levedura alcodlica deve situar-se entre 28 e 30 °C, mas em
consequéncia das reacbes exotérmicas que a caracteriza, deve-se proceder o ajuste da
temperatura com auxilio da refrigeracéo; a qualidade da levedura, logo deve ser escolhida uma
levedura que apresente Otima eficiéncia de inoculo; e os elementos minerais, nutrientes
nitrogenados e vitaminas.

A faixa de pH mais adequada para a fermentacdo alcoolica esta entre 4 e 5, sendo que
0s mostos industriais geralmente possuem pH entre 4,5 e 5,5, sendo caracteristicas das
leveduras industriais adaptacao até faixas de pH entre 5,2 e 6,8. Meios mais acidos sdo menos
sujeitos a contaminacdo bacteriana, resultando em maior rendimento alco6lico. (LIMA et al.,
2001).

As leveduras sdo microrganismos mesofilos, sendo que a temperatura 6tima esta entre
26 e 35°C. O controle de temperatura é essencial, pois caso a temperatura aumente, a velocidade
da fermentacdo consequentemente aumenta, elevando o risco de contaminacdo e tornando a
levedura mais sensivel a toxidade do etanol gerado. (BORZANI et al., 2001).

As leveduras sdo mesofilas, sendo temperaturas entre 26 e 35 °C favoraveis para

producdo de etanol. A velocidade de conversdo de acUcares em etanol aumenta conforme
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aumenta a temperatura do mosto, porém, deve-se ter cuidado, pois pode também propiciar o
desenvolvimento de contaminacdo bacteriana. (LIMA et al., 2001).

A concentragdo de fermento influencia a viabilidade celular e, independente da
concentracdo dos contaminantes no meio, quanto maior a quantidade inicial de fermento, maior
é a resisténcia aos inibidores e, consequentemente, maior a viabilidade celular. (OLIVEIRA et
al., 2014).

2.8 A FERMENTACAO ALCOOLICA

Com a adicéo de levedo ao mosto, da-se inicio a fermentagdo. A partir da fermentacao
alcodlica, via bioquimica, obtém-se o alcool etilico. Utiliza-se o processo de “Melle-Boinot”
ou de “recuperacao das leveduras pela centrifugacao”.

Segundo a intensidade de producdo de CO-, de alcool e desprendimento de calor, a
fermentacgdo alcodlica pode ser dividida em trés fases: fermentacdo preliminar, fermentacao
principal ou tumultuosa, e fermentacdo complementar ou pos-fermentacéo.

Adicionando-se a levedura ao mosto, estas tendem a multiplicar-se até atingir um
namero limite, chamado de “niimero de Brown”, desde que as condic¢des sejam favoraveis. Esta
fase da multiplicagdo celular ou crescimento é dita fermentag&o preliminar ou pré-fermentacéo.
O interessante é que esta fase se prolongue o menos possivel, pois praticamente ndo ha producao
de etanol. No processo de Melle-Boinot, a pré-fermentacdo praticamente ndo existe, pois ao
mosto inicial ja se adiciona uma quantidade de lévedo, tornando-se desnecessaria a
multiplicagéo.

O inicio da fermentacdo principal é caracterizado pelo desprendimento de CO.. A
producdo desse gas vai aumentando progressivamente e com rapidez. Nesta fase, a temperatura
tende a elevar-se rapidamente, e dai a grande necessidade de uma refrigeracdo. A formacao de
alcool é maxima e rapida e como isto se deve a transformacao de agUcar, evidentemente 0 °Brix
vai caindo até o ponto da fermentacdo complementar.

A queda da intensidade de desprendimento de CO2 e o abaixamento gradativo da
temperatura, caracterizam o inicio da pés-fermentac&o. E nessa fase que as infec¢des costumam
aparecer e também se forma a maior parte dos alcoois homdlogos superiores. Isto quer dizer
que a maior brevidade desta fase dard um &lcool de melhor qualidade. Quando leituras
consecutivas do °Brix apresentam resultados iguais ou muito semelhantes, recomenda-se a
imediata destilacéo.

O consumo de agucares pode variar entre 65% e 98%, dependendo das caracteristicas
do processo. (BONASSA et al., 2013).
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Acucares redutores sao carboidratos que possuem seu grupo carbonilico livre, capazes
de se oxidar na presenca de agentes oxidantes em solucdo alcalina. Essa oxidacdo ocorre apenas
com 0 monossacarideo em sua forma linear, que esta em equilibrio com sua estrutura ciclica.
Assim, o carbono carbonilico, denominado anomérico quando na estrutura ciclica, é oxidado a
um grupo carboxilico. Por outro lado, os carboidratos cujos carbonos anoméricos estdo
envolvidos em ligacdes glicosidicas, sendo incapazes de assumirem a sua forma linear e,
portanto, de se oxidarem em solucao alcalina, sdo denominados aclcares ndo redutores, como
exemplo, a sacarose (SILVA et al.,, 2003; NELSON; COX, 2014). Dentre os agUcares
redutores, duas hexoses particularmente importantes para a inddstria, especialmente a de
alimentos sdo a glicose e a frutose. Esses carboidratos sao dois dos principais monossacarideos
presentes em processos fermentativos.

A obtencdo do alcool etilico na fermentacdo pode ser resumida pela equacao de Gay

Lussac:

C,H,,0, —2 CH,CH,0OH + 2 CO, + Calor (2.1)

Segundo esta equacdo, 100 partes em peso de glicose sdo desdobrados fornecendo 51,1
partes em peso de etanol. Na realidade, a quantidade de alcool produzida é menor do que a
estabelecida por Gay Lussac em virtude da producéo de outras substancias, tais como o glicerol,
alcoois homologos superiores e outros.

A porcentagem de ART desviado para o crescimento celular e obtencdo de
subprodutos (glicerol, acido succinico, entre outros) é bastante polémica e seu valor varia
significativamente entre trabalhos disponiveis para consulta. Este valor deve estar em torno de

10%, fornecendo valores de rendimento fermentativo em torno de 90%. (BICUDO et al., 2016).

29 O MOSTO FERMENTADO (VINHO)

O vinho, produto resultante da fermentacdo do mosto, possui componentes de natureza
liquida, solida e gasosa. As substancias liquidas sdo: o alcool etilico, que aparece nos vinhos
industriais numa proporgéo de 7 a 12% em volume, de acordo com a natureza e a cComposig&ao
do mosto que Ihe deu origem. A &gua, variando de 88 a 93% em volume e outras substancias
liquidas que se fazem presentes em menor propor¢do, como consequéncia direta da propria
fermentacdo e das condi¢fes em que se processou a fermentacgéo alcoolica tais como, os acidos
succinico e acético, a glicerina, o furfural, os alcoois homodlogos superiores (amilico,

isoamilico, propilico, isopropilico, butilico), aldeido acético, etc.
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As substéncias solidas presentes no vinho se encontram em suspensdo e em solug&o.
As primeiras sdo representadas pelas células de leveduras e bactérias, além de substancias ndo
soluveis que acompanham o mosto tais como o bagacilho. Os solidos em solugdo sdo
representados por agucares ndo fermentesciveis, materiais albuminoides, sais minerais, etc.

O representante principal dos componentes de natureza gasosa é o gas carbdnico (COy)
gue aparece em pequena propor¢do no vinho, embora tenha sido formado em grande quantidade
no processo fermentativo. Outro componente gasoso encontrado no vinho, provindo do melagco
que compde 0 mosto, para usinas que fazem uso do enxofre no tratamento de caldo, é o dioxido
de enxofre (SO>). Esta substancia altera-se devido as condi¢fes do processo, causando um

ataque quimico nos equipamentos.

2.10 FATORES INTERFERENTES NA FERMENTACAO ALCOOLICA

Os fatores que devem ser controlados durante a fermentacdo do mosto devem ser, a
agitacdo (aeracdo), temperatura X tempo, pH, nutrientes e substrato, contaminantes bacterianos,
e etanol. (SOUSA e MONTEIRO, 2012).

Os limites melhores para se trabalhar para cada interferentes sdo: a aeracao e a agitacéo
devem ser realizadas no inicio da fermentacdo para uma melhor multiplicacdo das leveduras,
sendo evitadas durante a fermentacgao, pois a presencga de oxigénio pode propiciar a formagéo
de acido acético. A temperatura deve ser controlada entre 25 °C a 30 °C. O pH deve estar em
torno de 4,5 a 5,0 afim de evitar o desenvolvimento de bactérias indesejadas, e afetar o
crescimento das leveduras. Os nutrientes sdo importantes porque influenciam o
desenvolvimento das leveduras e em concentracOes altas, podem inibir seu crescimento. A
contaminacdo bacteriana provoca perda no rendimento prejudicando a fermentacdo e a
qualidade do produto, provocando o aumento da acidez, que é a inversao da sacarose. A
presenca do etanol acima de 8 °GL pode inibir o crescimento da levedura pela sua desnaturagao.

Sdo trés as principais causas atribuidas a perda de rendimento fermentativo em
processos industriais: falhas operacionais relacionadas a conducdo do processo e decisdes
equivocadas, caracteristicas fermentativas do microrganismo agente ndo satisfatrias para uso
industrial e qualidade da matéria-prima. Entre elas, a qualidade da matéria prima é a que possui
maior variacdo ao longo do processo, e, portanto, maior dificuldade de controle. (BICUDO et
al., 2016).

Segundo Amorim (2005), ha vérios fatores envolvidos no processo fermentativo,
como o microrganismo utilizado e a forma de conduzir o processo, 0s quais devem proporcionar

baixa inibicdo em relacdo ao produto desejado, ndo serem patogénicos, utilizar meio de cultura
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de baixo custo e rapida conversdo dos agucares em etanol. Fatores fisicos (temperatura, presséo
osmotica), quimicos (pH, oxigenacdo, nutrientes, inibidores) e microbiologicos (espécie,
linhagem e concentragdo da levedura, contaminagdo bacteriana) afetam o rendimento da
fermentacdo e a eficiéncia da conversdo de agucar em etanol. (LIMA et al. 2001).

Durante a fermentacdo a levedura pode estar exposta a varios fatores estressantes
(fisicos, quimicos e microbioldgicos), sendo os mais frequentes os altos teores alcodlicos,
temperatura elevada, acidez elevada do meio, presenca de sulfito, contaminacdo bacteriana e
contaminagéo por leveduras, exceto a Saccharomyces cerevisiae, 0s quais afetam diretamente
o rendimento da producdo de etanol. (BASSO, 2011).

2.11 ESTUDO CINETICO DA FERMENTACAO ALCOOLICA

O estudo cinético de um cultivo, consiste inicialmente na analise da evolucdo dos
valores de concentragdo, de um ou mais componentes do sistema de cultivo (X, S e P), em
funcdo do tempo de fermentacdo. Os valores experimentais de concentragdo, quando
representados em fungdo do tempo, permitirdo os tracados das curvas de ajuste, conforme
ilustrado na Figura 2.8 e indicados por X=X(t), P=P(t) e S=S(t). (SCHMIDELL et al, 2001).

Figura 2.8 — Curvas de ajuste dos resultados de uma experiéncia idealizada de fermentacéo
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Fonte: SCHIMIDELL et al (2001)

Velocidades de transformacéo
As inclinacdes das curvas descritas nos perfis definem as velocidades instantaneas de

transformacéo, ou seja, velocidade de crescimento celular (rx), velocidade de consumo de
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substrato (rs) e velocidade de formacgéo do produto (rp), representadas respectivamente pelas
Equacdes (2.2), (2.3) e (2.4):

dX

ds
=—— 2.3

dpP
=— 24
o =5 (2.4)

A produtividade em biomassa, Util para avaliacdo do desempenho de um processo
fermentativo, é calculada a partir da Equacdo (2.5) e representa a velocidade media de

crescimento referente ao tempo total de cultivo t;.

_ (Xm — XO)

P
X tF

(2.5)

Onde: Px = produtividade em biomassa [g/L.h]; Xm = concentracdo celular maxima [g/L]; Xo
= concentragdo celular inicial [g/L]; t = tempo final da fermentacdo [h].

A mesma definicdo pode ser aplicada a concentracdo do produto, denominada

produtividade do produto, de acordo com a Equacéo (2.6):

(2.6)

Onde: Pp = produtividade em produto [g/L.h]; Pm = concentracdo méaxima de produto [g/L]; Po
= concentragdo inicial de produto [g/L], geralmente desprezivel com relagdo a B,,; typ = tempo
final da fermentacdo [h], ndo € necessariamente igual a t;.

Velocidades especificas de transformacao

As velocidades instantdneas com relagdo a concentragdo de microrganismos, ou
velocidades especificas de transformacéo (u), sdo calculadas de acordo com a Equacéo (2.7)
(velocidade especifica de crescimento microbiano), Equacdo (2.8) (velocidade especifica de

consumo de substrato) e Equacdo (2.9) (velocidade especifica de formacéo de produto).

1)\(dX
My = (Y) (Ej (2.7)
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Na fase logaritmica ou exponencial, a velocidade especifica de crescimento é constante
e maxima (ux= pmax). A velocidade de crescimento é diretamente proporcional a concentracao

X, conforme Equacéo (2.10):

dX
X 2.10
ol (2.10)
De onde obtém-se a Equacéo (2.11):
InX = 1, (t—t)+InX, (2.11)

A representacéo de InX versus o tempo de cultivo, na fase exponencial, resulta em uma
reta, com coeficiente angular igual a velocidade especifica maxima de crescimento (i,,).

A fase exponencial também é caracterizada pelo tempo de geracdo (tg), que é o tempo
necessario para dobrar o valor da concentragdo celular (X = 2Xi). O tempo de geracdo é

calculado de acordo com a Equacéo (2.12):

_In2 0,693
Hy o Hy

t

. (2.12)

Como p,, é constante, entdo t, também € constante nesta fase. O tempo de geragéo €
importante na interpretacdo do crescimento celular, uma vez que da uma ideia mais préatica de
quao rapido ocorre o crescimento de bactérias, fungos e leveduras.

Para as leveduras, o valor minimo do ty estd compreendido entre 1,5 e 2 horas.
(SCHMIDELL et al, 2001).

A cinética de fermentacao alcoolica € muito complexa. A taxa de fermentacdo muda

continuamente com o desaparecimento do substrato e formacao do alcool. (SANTOS, 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CALDOS E MOSTOS

Para as propagacOes de fermento e estudo das fermentacdes alcoolicas, foram
utilizados caldos de cana comercial, adquiridos no comércio local, e industrial, coletados de
diferentes etapas do processo da Usina Monte Alegre. As amostras coletadas do processo
industrial foram conservadas, mantidas congeladas em freezer, até a realizagdo das analises.

A Tabela 3.1 apresenta as amostras dos caldos industriais, identificadas de acordo com
a data de realizacdo da coleta: MA-1, MA-2, MA-3, MA-4 e MA-5, e de acordo com a etapa
do processo: CM, CC, CE e MF, onde CM ¢ o caldo misto, obtido do sistema de extracao
(moendas), CC é o caldo clarificado, resultante do processo de clarificagdo com uso do ozénio,
CE é o caldo evaporado, extraido da saida do primeiro evaporador, e MF é o0 melago ou mel

final, obtido do processo de centrifugacao das massas, na fabricacao de agucar.

Tabela 3.1- Amostras de caldos industriais coletadas na Usina Monte Alegre

Amostra Data da amostragem Identificacao
21/12/2016 MA-1
23/12/2016 MA-2
CM-CC-CE-MF 26/12/2016 MA-3
27/12/2016 MA-4
28/12/2016 MA-5

Para o preparo dos mostos nas concentraces desejadas, foram realizadas diluicdes
com agua destilada e esterilizada, ou adicdo de mel final. O processo de esterilizacdo da agua
destilada, bem como dos erlenmeyers, utilizados como fermentadores, foi realizado em

autoclave a temperatura de 121 °C e pressio de 1 kgf.cm™, durante 15 minutos.

3.2 LEVEDURA

Foi utilizada a levedura industrial Fermol Millenium Destiller — cepa SC 20, mesma
levedura propagada no inicio da safra 2016/2017 na usina Monte Alegre, um fermento
composto de leveduras secas ativas de Saccharomyces cerevisiae, selecionadas e com adi¢édo
de nutrientes, adquirida da empresa AEB Bioquimica Latino Americana S.A.

Foram realizadas propagagdes da levedura, a partir da levedura liofilizada SC-20, para
levantamento de quantidades necessarias para a inoculagdo dos mostos a serem analisados no

estudo da fermentacédo alcoolica.
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A Figura 3.1 apresenta amostras de caldos das diferentes etapas do processo e da

levedura, cedidas pela usina Monte Alegre.

Figura 3.1 — Amostras dos caldos misto, clarificado, evaporado e mel final e da levedura SC-
20 cedidas pela Usina Monte Alegre

3.3 ANALISES REALIZADAS

Para o processo de propagacdo de leveduras, foram realizadas andlises de pH,
concentracdo de solidos soluveis totais (°Brix), concentracdo de leveduras e percentual de
floculacdo. Para o processo de fermentacdo alcodlica, foram realizadas analises de pH,
concentracdo de substrato (°Brix e ART), concentracdo de leveduras e concentracdo de etanol.

As determinacdes do °Brix e pH foram realizadas de acordo com a metodologia do
Instituto Adolfo Lutz (2004). A concentracdo de leveduras foi obtida pelos métodos de massa
Umida e massa seca. A analise de floculacdo foi realizada a partir do método proposto pela
Fermentec (2006). A concentracdo de etanol foi realizada através de cromatografia liquida. Os
acucares redutores totais (ART), foram determinados a partir do método DNS, proposto
inicialmente por Miller (1959) e adaptado por Vasconcelos (2013) da Embrapa Agroinddstria
Tropical.

As andlises foram realizadas no Laboratdrio de Bioengenharia da UFPB e Laboratorio

de Engenharia Bioquimica da UFRN.

3.3.1 CONCENTRACAO DE LEVEDURAS

Esta analise consistiu em sedimentar as células de levedura através de centrifugacéo.
Foram determinadas as concentragfes de células pelos métodos de massa Umida e massa seca.
A massa Umida foi utilizada para quantificacdo da biomassa a ser utilizada como inoculo, nos
ensaios de fermentacdo alcoolica e a massa seca foi utilizada para a determinacdo das

concentracdes de células em funcdo do tempo.
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Massa Umida:

A andlise de massa umida foi realizada no final do cultivo, onde o vinho (mosto
fermentado) foi transferido para tubos de centrifuga de 50 mL, previamente identificados e
pesados, e estes submetidos a uma centrifugacdo a 6.000 rpm durante 10 minutos em centrifuga
refrigerada. Do processo de centrifugacdo, obteve-se uma parte sobrenadante, que € o vinho
isento de biomassa (vinho delevurado) e uma parte decantada, que é a biomassa produzida na
propagacao (massa Umida). A fase sobrenadante foi descartada e a parte decantada, biomassa
produzida, foi quantificada através de pesagem, em balanca analitica, de acordo com a Equacao
(2.13), para em seguida ser inoculada nos mostos para os estudos das fermentagdes alcoolicas,

de acordo com as concentracdes de células estabelecidas.

MU (g)=m-m, (2.13)

Onde: MU ¢ a massa Umida; m € a massa do tubo com a amostra; m¢€é a massa do tubo.
Com os valores das massas Umidas, calculou-se as concentra¢des de células a partir da
Equacéo (2.14):

X(gLt)= '\\"/—U (2.14)

a

Onde: X é a concentracdo de células e V, é o volume da amostra (0,05 L).

Massa seca:

Para determinacdo da massa seca, 0s tubos com as massas Umidas, foram submetidos
a uma secagem, por um periodo minimo de 24 horas a uma temperatura de 80 °C, em estufa de
secagem e esterilizacdo. Apos a secagem, a massa seca foi determinada atraves de pesagem, em

balanca analitica, de acordo com a Equacgéo (2.15):

MS(g)=m-m, (2.15)

Onde: MS € a massa seca; m é a massa do tubo com a amostra; m:€ a massa do tubo.
Com os valores das massas secas, calculou-se as concentracfes de células a partir da
Equacéo (2.16):

X(g.L1)=$ (2.16)

a

Onde: X é a concentracdo de células e V€ o0 volume da amostra.
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A determinacgdo da concentracdo de células pelo método de massa seca, também foi
utilizada para as amostras dos mostos em fermentacdo. Foram utilizados micro tubos de 2,0
mL, previamente identificados e pesados, para coleta das amostras. As amostras, em duplicata,
foram transferidas para micro tubos, com auxilio de uma pipeta automatica de 1000 uL, em
seguida os microtubos foram submetidos a uma centrifugacdo, em uma micro centrifuga (mini
spin eppendorf), a uma rotacdo de 10.000 rpm por um tempo de 5 minutos. Do processo de
centrifugacdo obteve-se uma parte sobrenadante (liquido e sélidos sollveis), utilizado para
realizacdo das analises de concentracdo de substrato, por refratometria, e uma parte sedimentada
(sélidos insoluveis e biomassa). A parte sedimentada foi submetida a secagem, por um periodo
minimo de 24 horas a uma temperatura de 80 °C, em uma estufa de secagem e esterilizacéo.
ApoOs a secagem, as amostras foram pesadas em balanca analitica e por diferenca de massas,
determinou-se o peso seco de células (%p/v), de acordo com a Equacédo (2.15) e em seguida,
calculou-se as concentracGes de células, de acordo com a Equagéo (2.16).

3.3.2 CONCENTRACAO DE ETANOL

A determinagdo do percentual de alcool etilico, foi realizada através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography). As
analises foram realizadas no Laborat6rio de Engenharia Bioguimica da UFRN. Foi utilizado
um cromatdgrafo Accela (ThermoScientific, USA), coluna Shim-pack SCR 101-H (Shimadzu
Co., Japan) com propor¢des de 30 cm x 7.9 mm, com 20 microlitros de injecdo, & uma
temperatura de 65 °C no forno e 10 °C nas bandejas de amostras. A fase mdvel utilizada foi 5
mM de H2SO4, a um fluxo de 0,6 mL/min, num tempo de anélise de 30 minutos. O etanol foi
quantificado usando uma curva de calibracdo. As amostras contidas em microtubos
(sobrenadante resultante do processo de centrifugacdo dos mostos) foram diluidas em 1:5 e
filtradas, com auxilio de uma seringa e filtros pvdf de 0,45 e 0,20 um, e em seguida injetadas
no cromatografo, em quantidade de 20puL.
As concentracdes de etanol também foram determinadas por calculo (producéo teorica),
a partir da relacdo de estequiometria da reacdo, onde 1 g de ART € igual a 0,511 g de etanol, de
acordo com a Equagéo (2.17):

P = (S,—S)x0,511 (2.17)

Onde: P ¢ a concentragdo de etanol, em g.L™; So é a concentragéo inicial de substrato; St é a

concentracdo final de substrato.
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3.3.3 PERCENTUAL DE FLOCULACAO

Analisado para amostras de vinho fermentado, de acordo com a metodologia
Fermentec (2006). A andlise consistiu em uma avaliacdo visual das caracteristicas de
floculacéo, a partir da sedimentacdo da amostra. Foram colocadas 100 mL das amostras em
provetas e aguardou-se por um tempo de 15 minutos para que ocorresse a sedimentacdo. Apos
0s 15 minutos, leu-se 0 volume do sedimentado e calculou-se o percentual de floculacéo, através
da Equacéo (2.18).

%Floculacio=V; -V (2.18)

Onde: VT é o volume total (100 mL); Vs é o volume sedimentado (ou volume de levedo)

3.3.4 ACUCARES REDUTORES TOTAIS (ART)

Os acucares redutores totais (ART) foram quantificados pelo método DNS, proposto
inicialmente por Miller (1959) e adaptado por Vasconcelos (2013) da Embrapa Agroindustria
Tropical. Neste método, o acUcar é reduzido gerando um composto de coloragdo marrom
avermelhado que pode ser quantificado por espectrometria.

A amostra (sobrenadante da centrifugacdo do mosto) foi diluida em 1:20 com agua
destilada, em seguida acidificada com HCI 2N (1,0 mL da amostra para 1,0 mL do &cido), ap6s
a acidificacdo a mistura foi aquecida em banho maria a 100 °C por 5 minutos, resfriada a
temperatura ambiente e neutralizada com 2,0 mL de hidréxido de sodio 2N. Apds a
neutralizacdo, 0,5 mL da amostra foi misturada em tubo de ensaio com 0,5 mL do reagente
DNS, em duplicata. A mistura foi novamente aquecida em banho maria a 100° C por 5 minutos,
e em seguida, resfriada a temperatura ambiente e diluida com 4,0 mL de &gua destilada para
leitura no espectrémetro a 540 nm. O mesmo tratamento foi realizado para construgdo de uma
curva de calibragdo com solucédo de glicose nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6;
0,7; 0,8 e 0,9 g/L, onde obteve-se a equacao: y = 1,608x com coeficiente de correlacdo (R?)
igual a 0,9972 (Apéndice A). Substituindo os resultados das leituras de absorbancia na equacao
e multiplicando os valores pelas diluicdes realizadas, obteve-se os resultados em agucares

redutores (mg/mL).



40

3.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS CALDOS

Foram realizadas analises de concentragdo de substrato, em °Brix, e pH para
caracterizacdo das amostras dos caldos industriais coletados (CM, CC, CE e MF) a serem
utilizadas como mostos nos estudos de fermentacdo alcodlica. Os caldos misto, clarificado e
evaporado, foram filtrados antes da realizacdo das analises, para remocdo de impurezas.

Para a analise estatistica, foi aplicado o teste de Tukey através do programa Assistat
versao 7.0 pt (2017).

3.5 PROPAGACAO DE LEVEDURAS: INFLUENCIA DA CONCENTRACAO INICIAL
DE SUBSTRATO

Foi realizado estudo, utilizando-se caldo de cana comercial como meio de cultivo nas
concentragOes de 6, 8 e 10 °Brix, para avaliacdo da melhor condicao a ser utilizada durante as
propagacdes de levedura.

Os meios de cultivo foram preparados em balées volumétricos, em duplicata nas
quantidades de 500 mL, e em seguida transferidos para os fermentadores (erlenmeyers de 1
litro), identificados como B6 (solucgdes de 6 °Brix), B8 (solucdes de 8 °Brix) e B10 (solugbes
de 10 °Brix).

A massa de levedura de Saccharomyces cerevisiae SC-20 liofilizada foi pesada e em
seguida realizada a inoculagdo na concentragéo de 2,0 g.L™, em camara de fluxo laminar. Apds
a inoculagéo, as amostras foram mantidas em uma incubadora com temperatura e agitacéo
orbital constantes, de 32°C e 150 rpm, durante todo o periodo da propagagdo. Foram retiradas
amostras em duplicata, no inicio do processo e a cada uma hora, até completar 10 horas, para
determinacdo da concentracdo de células pelo método de massa seca e concentracdo de
substrato, em °Brix. A propagacdo foi continuada até completar 24 horas, quando novas
amostras foram coletadas para verificacdo das concentragdes de células e substrato. Também
foi realizado o teste de floculacdo e determinacdo da massa Umida para as amostras do vinho
fermentado. As leituras de pH foram realizadas no inicio e término do processo.

A 4gua destilada e os erlenmeyeres, utilizados como fermentadores, foram
esterilizados em autoclave por 15 minutos, a uma temperatura de 121 °C e pressdo de 1kgf.cm
2, Os utensilios utilizados no procedimento de inoculagdo, foram esterilizados com auxilio do

bico de bunsen, em uma camara de fluxo laminar.
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3.6 FERMENTACAO ALCOOLICA: ESTUDOS PRELIMINARES

O estudo teve por objetivo analisar a influéncia da concentracéo inicial de substrato
dos diferentes mostos sobre o processo de fermentagdo alcodlica.

Foi realizado a propagacdo de leveduras, utilizando caldo de cana comercial como
meio de cultivo, na concentracdo de 10 °Brix e inoculagdo de 2,0 g.L™ da Saccharomyces
cerevisiae SC-20.

Para o estudo da fermentacdo alcodlica, foram utilizadas as amostras MA-1 e MA-2,
para obtencdo de mostos com concentracfes de 20 °Brix e 15 °Brix, respectivamente. A
inoculacdo foi realizada a partir da biomassa obtida do processo de propagacdo, com
concentracgdo de células de 10 g.L™ para as duas amostras. Todo o processo foi realizado em
camara de fluxo laminar.

O processo de fermentagéo foi conduzido sob temperatura controlada e agitacao orbital
de 32 °C e 150 rpm. As amostragens foram realizadas em duplicata, e o processo foi monitorado
até completar o tempo de 12 horas de fermentacdo. Foram realizadas analises de concentracédo
de substrato, em °Brix e ART e calculado as produces tedricas de etanol, de acordo com a
Equacéo (2.17).

3.7 FERMENTACAO ALCOOLICA: INFLUENCIA DA CONCENTRACAO INICIAL
DE SUBSTRATO E CELULAS

Foi elaborado um planejamento fatorial de dois niveis mais configuracdo estrela
(DCCR), com o objetivo de avaliar a influéncia das variaveis independentes, concentracdes de
células (X) e substrato (S), sobre a variavel dependente, etanol produzido, e assim definir as
condicBes Gtimas de trabalho para prosseguimento do estudo da fermentagdo alcodlica. O
planejamento totalizou 11 experimentos, executados aleatoriamente. Na Tabela 3.2 estdo
expressos 0s valores reais e 0s niveis dos fatores estudados. As faixas estudadas foram definidas
tendo como base valores comumente usados na maioria das destilarias, em especial na Usina

Monte Alegre.

Tabela 3.2— Niveis reais e codificados para as varidveis de entrada: concentracéo de células (X)
e concentracao de substrato (S)

variaveis -al -1 0 +1 +o

X (g.LY) 6 10 20 30 34

S (°Brix) 6 8 13 18 20
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A massa de levedura utilizada na inoculagdo dos mostos foi propagada em caldo de
cana comercial, preparado com concentragdo de 10 °Brix e 2,0 g.L* de células. Para o estudo
da fermentacéo alcoolica também foram utilizados mostos obtidos de caldo de cana comercial.
As amostragens foram realizadas em duplicata, no inicio do processo e com 12 horas de
fermentacdo, para analises de concentragdo de sélidos sollveis (°Brix) e calculo das producdes
de etanol.

O delineamento experimental e a analise estatistica foram realizados com auxilio do

software de estatistica (Statistica 7.0 StatSoft) e da tabela de analise de variancia (Apéndice B).

3.8 FERMENTACAO ALCOOLICA: CINETICA DA PRODUGCAO DE ETANOL NOS
DIFERENTES MOSTOS

Foram realizados experimentos com o objetivo de estudar a cinética de fermentacéao
para os mostos de CM, CC, CE e MF, coletados em diferentes dias de producéo, de acordo com
as amostras MA-1, MA-2, MA-3, MA-4 e MA-5. Os mostos foram preparados com
concentracdes de substrato de 13 °Brix e concentracdo de células de 30 g.L?, definidos de
acordo com os resultados obtidos no planejamento fatorial. A inoculagéo foi realizada a partir
da massa Umida, produzida no processo de propagacao nas condigdes anteriormente citadas.

O processo de fermentacdo foi realizado em uma incubadora, sob temperatura e
agitacdo orbital de 32°C e 150 rpm. Foram realizadas amostragens, em duplicata, no inicio do
processo e a cada quatro horas, até completar 12 horas de fermentacdo, para verificacdo dos
consumos de substratos, através da anélises de ART e analises cromatograficas para verificacao
da concentragéo de etanol.

Para andlise estatistica das fermentacgdes, foi aplicado o teste de Tukey, onde utilizou-

se 0 Software Assistat versao7.0 pt (2017).

39 CALCULO DOS PARAMETROS CINETICOS DAS FERMENTACOES
ALCOOLICAS

A partir dos dados coletados, foram plotados os gréaficos do crescimento celular e de
consumo de substrato em funcdo do tempo, no software Microsoft Excel.

A velocidade instantanea de crescimento (rx) foi obtida de acordo com a Equacéo (2.2)
e a partir da inclinacdo das tangentes. A produtividade em produto (Pp), calculada de acordo

com a Equacdo (2.6). Foi plotado o grafico de InX versus (t-ti), e a partir do seu coeficiente
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angular, obteve-se a velocidade especifica de crescimento celular (ux). O tempo de geracéo foi
calculado a partir da Equacao (2.12).
A velocidade instantanea de consumo de substrato (rs) foi obtida a partir da Equacao

(2.3) e da inclinacéo das tangentes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS CALDOS

A Tabela 4.1 mostra os resultados das analises de concentracBes de substrato e pH,
com as médias e desvios padrdo obtidos, para as amostras dos caldos de diferentes etapas do

processo industrial.

Tabela 4.1- Resultados das analises das concentracdes de substrato e pH, realizadas para as
amostras de caldos industriais

CM CcC CE MF
Amostras . ) ) .
°Brix pH °Brix pH °Brix pH °Brix pH
MA-1 14,9 5,20 14,3 6,20 18,7 5,20 64,7 5,53
MA-2 15,4 4,95 14,7 6,50 24,2 4,90 83,4 5,45
MA-3 14,0 5,10 13,4 6,30 21,8 5,80 82,5 5,42
MA-4 13,7 5,17 15,7 6,19 220 4,84 62,4 5,45
MA-5 14,2 5,35 14,7 6,80 22,3 6,35 73,5 5,55
Média 14.4b 515b 146b 6,40a 218b 542b 733a 5,48b
Desvio Padrdo 0,5 0,10 0,6 0,17 1,3 0,43 6,5 0,04

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si.

No preparo das amostras, durante as filtragbes dos caldos, foi observado uma
quantidade elevada de impurezas nos caldos mistos (CM). Essas impurezas podem diminuir a
superficie de contato entre células de leveduras e substratos e comprometer o rendimento do
processo de fermentacéo alcodlica.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se perceber variagfes entre os dias de
coleta para a concentragdo de substrato e pH, sendo as maiores verificadas para o °Brix do mel
final, com desvio padrao de 6,5 e para o pH do caldo evaporado, com desvio padréo de 0,43.

Para o pH, foram obtidas médias de 5,15 + 0,10 para o CM, 6,40 + 0,17 para o CC,
5,42 + 0,43 para o CE e 5,48 + 0,04 para o MF. Com relagdo a concentragdo de substrato, em
°Brix, foram obtidas médias de 14,4 + 0,5 para 0 CM, 14,6 + 0,6 para o CC, 21,8 + 1,3 para 0
CE e 73,3 £ 6,5 para 0 MF.

Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para os valores de
concentracdo de substrato, em °Brix (Anexo A) e pH (Anexo B) e constatou-se significancia
estatistica entre os diferentes tratamentos de caldos. Verificou-se que as concentracdes de

substrato (°Brix) ndo apresentaram variacdo para os caldos misto, clarificado e evaporado,
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apenas o mel final difere dos demais. O teste também mostrou que o pH dos caldos misto,
evaporado e mel final ndo diferem estatisticamente entre si, a excecdo foi o pH do caldo
clarificado.

Bicudo et al. (2016) relatam sobre a dificuldade que se tem de caracterizar
guimicamente 0 mosto e a variacao significativa das concentragfes dos seus componentes ao
longo da safra.

As variacOes observadas nas concentracdes de substratos e pH, estdo relacionadas a
matéria-prima processada (cana-de-agucar) e aos controles do processo realizados na industria.
Com relagdo a matéria-prima; a variedade, o tipo de irrigacdo, o tempo de queima ou
permanéncia e as condi¢Oes de transporte sdo os principais fatores de influéncia. Com relacéo
aos controles do processo, o volume e a temperatura da 4gua utilizada no processo de extracao
do caldo (agua de embebicdo) influenciam diretamente no °Brix do caldo misto e o estado de
sanitizacdo das moendas no seu pH. O volume do leite de cal utilizado para corre¢édo do pH,
durante a etapa de clarificacdo, e a quantidade de caldo reprocessado na forma de caldo filtrado,
podem alterar a concentracédo e o pH do caldo clarificado. Para o caldo evaporado, as principais
causas de variacdo do °Brix séo: eficiéncia dos evaporadores, devido ao estado de limpeza dos
mesmos, pressdo de vapor utilizado, controle do nivel de volume, velocidade de alimentagéo,
bem como a qualidade do caldo de alimentacdo (caldo clarificado); j& o pH pode ser afetado
devido ao tempo de residéncia nos decantadores e tempo de evaporacdo. A variacdo da
concentracdo de substrato do mel final esta associada a pureza das massas obtidas nos processos
de cozimento e a operacao das centrifugas, principalmente com relagdo aos tempos de lavagem

das mesmas.

4.2 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO INICIAL DE SUBSTRATO NA
PROPAGAGCAO DE LEVEDURAS

A Figura 4.1 apresenta os mostos ao término do processo de propagagéo de leveduras.
A Figura 4.2 apresenta o vinho fermentado em duas condicdes; a) apos retirada da massa de
leveduras (vinho delevedurado) e b) ao término do processo de propagacao de celulas (vinho
levedurado). A Figura 4.3 apresenta o vinho apo6s o processo de centrifugacdo. Observa-se a
parte decantada (massa de levedura produzida na propagacéo), separada da parte sobrenadante

(vinho delevurado).
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Figura 4.1 - Mostos ao término do processo de propagacdo de leveduras

Figura 4.3— Vinho centrifugado com separagdo da massa de levedura produzida na propagacéo
de células

Os resultados das concentragdes de substrato e células em funcdo do tempo, estdo

apresentados nas Figuras 4.4 e 4.5.



Figura 4.4- Concentracdo de substrato em funcdo do tempo na propagacéo de leveduras
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A partir da Figura 4.4, observa-se que apés 10 horas de propagacéo, as concentracoes

de substrato ainda apresentaram valores altos, sendo: 5,8 °Brix, 4,0 °Brix e 2,2 °Brix para 0S

mostos B10, B8 e B6, respectivamente. ApOs 24 horas esses valores foram reduzidos pela

metade: 3,0 °Brix, 2,1 °Brix e 1,1 °Brix. A partir dos dados experimentais foram construidas as

curvas e de acordo com os coeficientes angulares encontrados, determinada as velocidades

médias para o consumo de substrato dos mostos B10, B8 e B6, que foram de 0,41 °Brix.h?,

0,38 °Brix.h? e 0,36 °Brix.h, respectivamente, para coeficientes de correlagdo acima de 0,98.

Figura 4.5 -

Concentracao celular em funcéo do tempo na propagacéo de leveduras
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A partir da Figura 4.5, pode-se verificar que a concentracdo maxima de células se deu

no tempo de 7 horas (fase exponencial). ApGs esse tempo, percebe-se uma tendéncia a

estabilidade (fase estacionéria), e a partir de entdo, o inicio de um processo de reducdo (fase de
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declinio), onde o valor da concentracdo celular diminui a uma velocidade que excede a
velocidade de producédo de células novas, verificada de forma mais acentuada para a amostra
B6. As concentragdes de células, para as amostras B10, B8 e B6, respectivamente, foram de:
11,6 g.L %, 9,4 g.L*, € 8,7 g.L! para um tempo de 7 horas, 9,5g.L?, 7,8 g.L " e 4,6 g.L! para
um tempo de 10 horase 5,1 g.L*%, 3,8 g.L "t e 3,8 g.L ™ para um tempo de 24 horas.

De acordo com Schmidell et al. (2001) a duracdo da fase de laténcia, onde ndo ha
reproducdo celular, ou seja X=Xo=constante, varia principalmente com a concentragéo do
indculo, com a idade do microrganismo (tempo de pré cultivo) e com o seu estado fisioldgico.
Para minimizar a duracdo dessa fase, foi utilizado o caldo de cana comercial para a propagacgéo
de células, por apresentar composicao e caracteristicas proximas das amostras em estudo. A
quantidade utilizada no indculo, 2,0 g.L ™%, esta dentro da faixa recomendada pelo fabricante. A
escolha da levedura industrial Saccharomyces cerevisiae SC-20 se deu pelo fato da mesma ser
a levedura utilizada na usina Monte Alegre, ou seja, buscou-se uma maior aproximacao das
condicdes industriais.

A Figura 4.6 apresenta o grafico de LnX em funcéo do tempo, para a fase exponencial,
verificada para o tempo entre O e 7 horas de fermentacdo. A partir do grafico, foram obtidas as
retas tangentes com os seguintes coeficientes angulares, para os mostos B10, B8 e B6,
respectivamente: 0,2456, 0,2117 e 0,1984. Estes coeficientes representam as velocidades

méaximas de crescimento celular (um). (SCHMIDELL et al., 2001).

Figura 4.6 — Linearizacdo da concentracdo de células em funcdo do tempo para a fase
exponencial
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A partir das velocidades m&ximas encontradas, foram calculados os tempos de geragédo
(t; = Ln (2)/x), obtendo-se os seguintes resultados: t; = 2,82 h para B10, ty = 3,27 h para B8 e
tg = 3,49 h para B6.

Para certas bactérias o tempo de geracdo é relativamente curto, como no caso da
Escherichia coli, que pode apresentar um valor da ordem de 20 minutos na temperatura de
cultivo em 37°C. Outras bactérias, do tipo termofilas, cultivadas a 55 °C, chegaram a apresentar
um tempo de geracdo de cerca de 15 minutos. Para as leveduras, o valor minimo esta
compreendido entre 1,5 e 2,0 horas. (SCHMIDELL et. al, 2001).

A Tabela 4.2 mostra as concentragdes de substrato, concentragdes de levedura e pH
realizadas no inicio e ao término do processo (10 ou 24 horas), as velocidades médias de
consumo de substratos, as velocidades maximas de crescimento celular e os tempos de geracao.
Os experimentos foram realizados em duplicata e os valores apresentados correspondem as

médias obtidas.

Tabela 4.2— Concentracdes de substrato, leveduras e pH no inicio da propagacao de leveduras
e apds os tempos de 10 e 24 horas

Parametros Amostra

B6 B8 B10
So (°Brix) 5,6 75 9,6
St, 10 horas (°Brix) 2,2 4,0 5,8
St, 24 horas (°Brix) 1,1 2,1 3,0
Xo (g.L‘l) 2,0 2,0 2,0
Xf, 10 horas (g L-l) 4,6 7,8 9,5
Xf, 24 horas (g.L'l) 3,8 3,8 51
pHo 4,21 4,17 4,15
PHt , 24 horas 3,59 3,66 3,69
ApH 0,62 0,51 0,46
rs (°Brix. k1) 0,36 0,38 0,41
Um (h'l) 0,2456 0,2117 0,1984
tg () 2,82 3,27 3,49

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.2, pode-se perceber pequenas
variacdes entre os valores de pH inicial e final, ap6s 24 horas.

Os resultados obtidos para as concentracdes de células, pelo método da massa Umida,
ap0s 24 horas de propagacao, foram: 40,67 + 3,87 g.L™ para B6, 39,45 + 2,23 g.L para B8 e
43,29 + 2,20 g.L* para B10, confirmando os melhores resultados, em termos de concentracéo
de células, para o mosto B10.

A Figura 4.7 apresenta a realizacdo do teste de floculacdo com amostras do vinho, apds

periodo de 24 horas de propagacéo celular. Foi constatado que ndo houve a formacéo de flocos.
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A floculacdo impacta na fermentagdo, devido a diminuicdo da superficie de contato entre
células de leveduras e meio fermentativo, aumento do tempo de fermentacdo, diminuicdo da
concentracdo de levedo nas centrifugas, aumento do poder tamponante do vinho, inibicdo da

fermentac&o, por causar morte das leveduras e por requerer maior uso de cido.

Figura 4.7 - Teste de floculagdo realizado para o mosto fermentado

].

O mosto B10 obteve maiores velocidades de consumo de substrato, com velocidade
média de 0,41 °Brix.h™t. Mesmo percebendo que houve consumo de substrato apds as 10 horas
de propagacdo, as concentragfes méaximas de células foram observadas para um tempo de 7
horas, onde o mosto B10 apresentou melhor desempenho, com concentragéo celular de 11,6
g.L%, velocidade de crescimento celular (um) de 0,2456 h't e tempo de geragéo de 2,82 h. Dessa
forma, para o processo de propagacdo de células, em que o principal fator avaliado € a
populacdo de leveduras obtida, recomenda-se um tempo de processo proximo de 7 horas.

Para um periodo de 24 horas de propagacéo, a maior concentracdo de células também
foi observada para 0 mosto B10, com 43,29 + 2,20 g.L%, em massa Umida.

A levedura utilizada no estudo, Fermol Millenium Destiler — cepa SC 20, ndo

apresentou caracteristicas floculantes.

43 AVALIACAO DA CONCENTRACAO INICIAL DE SUBSTRATO NA
FERMENTACAO ALCOOLICA

A Figura 4.8 apresenta os mostos de CM, CC, CE e MF em processo de fermentagéo

alcoolica, durante a retirada dos mesmos da incubadora para coleta de amostras.
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Figura 4.8— Mostos de CM, CC, CE e MF em processo de fermentacao alcodlica

Os resultados obtidos para os experimentos com mostos de concentracdes de substrato

iniciais de 20 °Brix e 15 °Brix estdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3— Resultados da fermentacdo alcodlica, obtidos para 0os mostos de 20 °Brix (amostra
MA-1) e 15 °Brix (amostra MA-2)

20°Brix (MA-1) 15°Brix (MA-2)
Amostra St S¢ Relagdo rs P St St Relagio s P
ART  °Brix ART/Brix Brix/h g/L ART ©°Brix ART/Brix Brix/h g/L

CM 1418 16,2 0,88 026 21,13 755 110 0,69 0,35 33,65
CcC 154,7 170 091 0,28 1758 431 89 0,48 0,49 4831
CE 1538 16,5 0,93 0,15 17,72 58,0 95 0,61 0,48 43,06
MF 1353 16,2 084 036 2567 390 10,1 0,39 0,57 60,36

Os graficos de consumo de substrato para as duas concentrac@es iniciais de substrato

estdo apresentados nas Figuras 4.9 e 4.10.

Figura 4.9— Consumo de substrato para CM, CC, CE e MF (amostra MA-1), com concentracdes
iniciais de 20 °Brix
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Figura 4.10 — Consumo de substrato para CM, CC, CE e MF (amostra MA-2), com
concentracg0es iniciais de 15 °Brix
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De acordo com os resultados obtidos para as amostras MA-1, com concentracao inicial
de substrato de 20 °Brix, 10 g.L ™ de levedura e tempo de fermentagao de 12 horas, foi verificado
que as concentracOes finais de substrato ficaram em torno de 16 e 17 °Brix para 0s mostos de
CM, CC, CE e MF, o que indica que quase ndo houve consumo de substrato nesse periodo. As
baixas velocidades de consumo de substrato; 0,26, 0,28, 0,15 e 0,36 °Brix.h™! e as producdes
tedricas de etanol; 21,13, 17,58, 17,72 e 25,67 g.L™, confirmam o baixo desempenho para as
amostras MA-1. A relacdo ART/Brix mostra a quantidade de agUcares presentes no mosto em
relacdo ao total de sdlidos sollveis.

Reduzindo a concentragdo de substrato para 15°Brix (amostras MA-2), e mantendo a
concentracdo da inoculagdo (10 g.L™), os resultados obtidos para as concentragdes finais de
substrato, apds 12 horas de fermentacdo, foram de 11,0 °Brix para o CM, 8,9 °Brix para o CC,
9,5 °Brix para o CE e 10,1 °Brix para 0 MF. As velocidades de consumo de substrato foram de
0,35, 0,49, 0,48 e 0,57 °Brix.h para os mostos de CM, CC, CE e MF, respectivamente, e suas
produgcdes tedricas de etanol de: 33,65, 48,31, 43,06 e 60,36 g.L™.

Pode-se verificar uma consideravel melhoria dos resultados para as amostras MA-2,
com destaque para o mosto de MF, mesmo assim os resultados ndo foram considerados
satisfatorios, devido as altas concentracfes de substrato ao final do processo.

Dessa forma, pode-se verificar que a concentracdo inicial de substrato influencia
diretamente no processo de fermentacdo alcoolica. A escolha das condigdes ideais de
concentracdo de substrato e concentracdo de células, frente as condicdes estabelecidas, como
meio de cultivo, temperatura e levedura utilizada, faz-se necessario para obtencdo de uma

fermentacgdo alcodlica mais completa, com melhor aproveitamento de agucares. Recomenda-se
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a realizacdo de um estudo, como um planejamento fatorial, para verificacdo das melhores
condigdes de trabalho.

Ortiz et al. (2015) estudaram a capacidade fermentativa e o crescimento celular da
levedura Saccharomyces cerevisiae CCT-3174, através da andlise da concentracdo de
biomassa, do consumo do substrato (glicose) e da analise de parametros cinéticos. O cultivo foi
acompanhado por 30 horas. Obteve-se concentracéo celular final de 7,37 g.L . A concentragdo
de etanol no final da fermentacdo alcodlica resultou em 4,846 g/L, Y pis = 0,496 e um rendimento
de 97,3%.

Oliveira et al. (2014) estudaram a influéncia da concentracdo de fermento, e dos
principais contaminantes gerados no pré-tratamento de materiais lignocelulésicos sobre o perfil
fermentativo e viabilidade celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, em meio sintético, a
partir dos resultados de viabilidade celular observou-se que as leveduras mostram-se mais
resistentes aos inibidores quando a concentracao inicial de indculo é maior.

Bicudo et al. (2016) avaliaram a influéncia da matéria prima no rendimento
fermentativo de uma linhagem padréo de levedura CAT-1 testada em diferentes meios de
cultivo, onde pode demonstrar que a varia¢do da qualidade da materia prima ao longo da safra
interfere significativamente no desempenho da levedura, provocando oscila¢bes no rendimento
fermentativo.

Bicudo et. al. (2017) avaliaram a dindmica populacional do processo fermentativo
industrial. Os resultados mostraram 5 linhagens de leveduras, onde foi possivel observar que as
linhagens que apresentaram maior rendimento em células mostraram maior capacidade de

dominar o processo.

44 INFLUENCIA DAS CONCENTRAGOES INICIAIS DE SUBSTRATO E CELULAS
NA FERMENTAGCAO ALCOOLICA

A matriz de planejamento com as variaveis de entrada, concentracdo de células e
substrato e resposta, producdo de etanol, em g.L?, obtida para o planejamento fatorial 22 +
configuracéo estrela (DCCR), para um tempo de fermentacao de 12 horas, esta apresentada na
Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 — Matriz do planejamento fatorial 22 + configuragdo estrela (DCCR), com as
variaveis de entrada (X e S) e resposta (producéo tedrica de etanol)

Variaveis de Entrada Resposta

Experimento % S X S Etanol
(@Lh  (@Lh (g.L™h)

1 - - 10 80 12,26
2 + - 30 80 20,18
3 - + 10 180 19,67
4 + + 30 180 26,57
5 0 0 20 130 24,02
6 0 0 20 130 24,02
7 0 0 20 130 24,02
8 -o 0 6 130 12,26
9 +o 0 34 130 26,06
10 0 -o 20 60 13,80
11 0 +ou 20 200 23,51

O modelo matematico empirico encontrado, de 22 ordem, obtido a partir da regressédo
ndo linear (modelo quadratico) dos dados experimentais, com 0s seus respectivos coeficientes

estatisticos estéa apresentado na Equacéo (4.1).

Etanol = 24,02+4,29202 X + 3,44150 S — 2,23938 X* — 2,49187 S2 (4.1)

A partir do diagrama de pareto, apresentado na Figura 4.11, pode-se constatar que 0s
coeficientes lineares e quadraticos das concentracdes de célula e substrato sdo estatisticamente
significativos; apenas o coeficiente da interacdo entre as variaveis X e S ndo apresentou

significancia estatistica.



Figura 4.11 — Diagrama d e par t p variaveis de entrada do planejamento DCCR

@ 6,00999

Os resultados da andlise de variancia (ANOVA) para a resposta producédo de etanol
estdo descritos na Tabela 4.5, onde o coeficiente de correlagdo foi de 0,986. Observa-se,
também, que o valor de Fcaiculado = 104,50 é maior que o valor de Ftabelado = 4,53 a um nivel de
confianca de 95%. Deste modo, aplicando o teste F de significancia pode-se afirmar que o
referido modelo apresentou significancia estatistica e que 0 mesmo pode ser utilizado para fins
preditivos.

T

\
A

Tabela 4.5 — Tabela de andlise de variancia (ANOVA)

Fontes de Soma Graude  Quadrado

7" - , . F
Quadratica Liberdade Médio Fealculado Fiabelado calculado/

Variagao SO GL oM Ftabelado
Regressao 291,2173 4 72,804325
Residuo(erro)  4,1802 6 06967 0450 453 - 2305
Falta de Ajuste 4,1802 4
Erro Puro 0 2
Total 295,3975 10
R? 0,986
RZajustado 0,976

O modelo quadratico validado foi usado para gerar a superficie de resposta, tendo o
objetivo de otimizar (maximizar) o processo. A Figura 4.12 apresenta os efeitos das
oncentracOes de células e substrato na producéo de etanol.
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Figura 4.12— Superficie de resposta — efeitos das concentragdes de celula e substrato na
producéo de etanol, para temperatura fixa de 32 °C

e

A partir da superficie de resposta foi observado que se obtém uma producdo
maximizada de etanol acima de 25 g.L™, trabalhando-se com concentragdo de substrato entre
13 e 20 °Brix e concentragdo de células entre 24 e 34 g.L™.

Foi adotada a seguinte condicdo, para prosseguimento do estudo das fermentagdes: [X]
=30 g.L ! e [S] = 13 °Brix, pelo fato desta representar uma maior economia de substrato
(aumento da eficiéncia do processo). Com relacao as leveduras, optou-se por trabalhar com uma
concentracdo mais elevada, pois segundo Oliveira et al. (2014), a concentracdo de fermento
influencia a viabilidade celular e, independente da concentragdo dos contaminantes no meio,
qguanto maior a quantidade inicial de fermento, maior é a resisténcia aos inibidores e,
consequentemente, maior a viabilidade celular.

De acordo com Bonassa et al. (2013), o consumo de agucares pode variar entre 65% e
98%, dependendo das caracteristicas do processo.

Leveduras de culturas puras fornecidas por instituicdes do ramo se comportam de
forma diferente que a levedura comercial, utilizada para fabricacdo do pdo. (BORZANI et al.,
2001).

A temperatura da fermentacdo foi fixada em 32°C, pois buscou-se uma condi¢ao
operacional, mais proximo do acontece no processo industrial.

As leveduras sdo microrganismos mesofilos, sendo que a temperatura 6tima esta entre

26 e 35°C. O controle de temperatura é essencial, pois caso a temperatura aumente, a velocidade
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da fermentacdo consequentemente aumenta, elevando o risco de contaminacdo e tornando a

levedura mais sensivel a toxidade do etanol gerado. (BORZANI et al., 2001).

45 CINETICA DA PRODUCAO DE ETANOL NOS DIFERENTES MOSTOS

A Tabela 4.6 mostra os resultados obtidos para as velocidades de consumo de substrato
para 0os mostos de CM, CC, CE e MF, das amostras MA-1, MA-2, MA-3, MA-4 e MA-5.

Tabela 4.6 — Velocidades de consumo de substrato, em g/Lh, para os diferentes tipos de mostos
das amostras MA-1, MA-2, MA-3, MA-4 e MA-5
velocidade de consumo de substrato (rs)

Amostras

CM CcC CE MF Média Desvio
MA-1 9,1 8,8 8,4 9,8 9,0a 0,43
MA-2 6,5 6,0 5,6 7,9 6,5b 0,71
MA-3 5,8 7,0 4,6 5,9 5,8b 0,62
MA-4 10,2 6,3 7,1 7,1 7,7ab 1,25
MA-5 4,8 5,8 6,0 5,9 5,6b 0,42
Média 7,3a 6,8a 6,3a 7,3a
Desvio 2,3 1,2 1,4 1,6

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si.

Analisando os dados em relacdo a velocidade de consumo de substrato, pode-se
perceber que o desvio médio é maior entre os diferentes dias de producédo (MA-1, MA-2, MA-
3, MA-4 e MA-5) para um mesmo tipo de mosto, do que em relacdo aos diferentes tipos de
mosto (CM, CC, CE e MF), para um mesmo dia de producdo. Essa mesma concluséo pode ser
obtida a partir da aplicacdo do teste de Tukey (Anexo C). A andlise mostrou que existe
significancia estatistica ao nivel de 1% de probabilidade para as velocidades de consumo de
substrato entre os diferentes dias de producdo, mas com variagao entre esses dias. Os resultados,
em g/Lh, foram: 9,02 para o primeiro dia (MA-1); 6,50 para o segundo (MA-2), 5,82 para o
terceiro (MA-3), 7,67 para o quarto (MA-4) e 5,62 para o quinto (MA-5), dessa forma, as
amostras MA-2, MA-3 e MA-5 ndo diferem estatisticamente entre si. Com relacdo aos tipos de
tratamento de mostos, o teste apresentou resultado ndo significativo. Os resultados obtidos para
as velocidades de consumo de substrato, em g/Lh, foram: 7,28 + 2,3 parao CM, 6,78 + 1,2 para
0CC,6,34+1,4paraoCEe 7,32+ 1,6 parao MF.

As Figuras 4.13, 4.14, 4.15, 4.16 e 4.17 apresentam os graficos das concentragfes de
substrato (ART) para os diferentes mostos das amostras analisadas: MA-1, MA-2, MA-3, MA-

4 e MA-5, ao longo das 12 horas de fermentacéo alcodlica.



Figura 4.13— Concentracdo de substrato em fungdo do tempo, para a amostra MA-1
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Figura 4.14 — Concentracédo de substrato em funcédo do tempo, para a amostra MA-2
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Figura 4.15 — Concentracéo de substrato em funcéo do tempo, para a amostra MA-3
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Figura 4.16 — Concentracédo de substrato em funcdo do tempo, para a amostra MA-4
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Figura 4.17 — Concentracédo de substrato em funcéo do tempo, para a amostra MA-5
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As Tabelas 4.7 e 4.8 mostram os resultados obtidos para as produgdes e produtividades
em etanol para os mostos de CM, CC, CE e MF, das amostras MA-3, MA-4 e MA-5.

Tabela 4.7 — Producdes de etanol, em g/L, para os diferentes tipos de mostos das amostras MA-
3, MA-4 e MA-5, em um tempo de 12 horas de fermentacédo
producéo de etanol (g/L)

Amostras

CM CC CE MF Média Desvio
MA-3 35,083 36,920 29,932 31,957 33,47 2,53
MA-4 45,100 35,938 35,954 38,123 38,78 3,16
MA-5 25,571 24,576 23,596 26,250 25,00 0,91
Média 35,25 32,48 29,83 32,11
Desvio 9,77 6,86 6,18 5,94

Tabela 4.8 — Produtividades em etanol, em g/Lh, para os diferentes tipos de mostos das amostras
MA-3, MA-4 e MA-5, em 12 horas de fermentacédo
produtividade em etanol (g/Lh)

Amostras

CM CC CE MF Média Desvio
MA-3 2,9 3.1 2,5 2,7 2,8a 0,21
MA-4 3,8 3,0 3,0 3,2 3,2a 0,26
MA-5 2,1 2,0 2,0 2,2 2,1b 0,08
Média 2,9a 2,7a 2,5a 2,7a
Desvio 0,81 0,57 0,51 0,49

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si.

Analisando os dados em relacdo a produtividade em etanol (Tabela 4.8), pode-se
perceber que o desvio médio é maior entre os diferentes dias de producéo (MA-3, MA-4 e MA-
5) para um mesmo tipo de mosto, do que em relacdo aos diferentes tipos de mosto (CM, CC,
CE e MF), para um mesmo dia de producdo. Aplicando o teste de Tukey (Anexo D), a analise

mostrou que existe significancia estatistica ao nivel de 1% de probabilidade, para as
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produtividades em etanol entre os dias de producdo, mas com variagdo entre estes. Os
resultados, em g/Lh, foram: 2,80 para MA-3; 3,25 para MA-4, e 2,07 para MA-5, indicando
que as amostras MA-3 e MA-4 néo diferem estatisticamente entre si, e que existe diferenga para
a amostra MA-5. Com relagéo aos tipos de tratamento de mostos, o teste apresentou resultado
néo significativo. Os resultados obtidos para as produtividades em etanol, em g/Lh, foram: 2,93
+ 0,81 parao CM, 2,70 £ 0,57 para o CC, 2,50 + 0,51 para o CE e 2,70 £ 0,49 para o MF.

De acordo com os resultados das analises de cromatografia, mostrados na Tabela 4.7,
as médias obtidas para as producbes de etanol, em g/L, para um tempo de 12 horas de
fermentacdo, foram de 35,25 + 9,77 para o CM, 32,48 + 6,86 para o CC, 29,83 + 6,18 para 0
CE e 32,11 £ 5,94 para o MF, onde também se observa maiores variacdes para as amostras
coletadas em diferentes dias de producao do que para os tipos de tratamentos dos mostos.

As Figuras 4.19, 4.20, e 4.21 apresentam os graficos das producdes de etanol para 0s
diferentes mostos das amostras analisadas; MA-3, MA-4 e MA-5, ao longo das 12 horas de

fermentacao alcodlica.

Figura 4.18- Producdo de etanol em funcdo do tempo, para a amostra MA-3
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Figura 4.19 — Producéo de etanol em funcdo do tempo, para a amostra MA-4
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Figura 4.20 — Producdo de etanol em funcdo do tempo, para a amostra MA-5
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As analises realizadas para as velocidades de consumo de substrato e produtividade
em etanol demonstram que ndo ha variacao significativa em relacdo aos tipos de tratamento de
caldos, mas sim em relacdo aos dias de producdo, logo o processo de clarificagdo por
0zonizagdo nao traz nenhum prejuizo ao processo de fermentacao alcoolica, pois o caldo misto,
gue ndo recebeu tratamento apresentou comportamento semelhante aos demais tipos de caldos
que receberam o 0zoénio. O maior desvio em relacdo a media para os dias de amostragem tem
relacdo com a variagdo da matéria-prima, ou seja, com a origem da cana processada e com as
oscilagBes do processo. Estes fatores apresentam um maior impacto na fermentagéo alcodlica

do que o processo de clarifiacagdo por 0zonizagao.



63

Bicudo et al. (2016), comentam sobre a variagdo do rendimento fermentativo,
observada ao longo da safra, devido a variacdo da qualidade da matéria prima, o que interfere
significativamente no desempenho da levedura.

O mosto, considerado como matéria prima do processo fermentativo, geralmente €
constituido de melaco e caldo, e sua qualidade depende de variaveis como tipo de cana-de-
acucar processada, periodo de safra, mix de producéo, fatores climaticos, conducao operacional
da fabrica de acUcar e outros. (BICUDO et al., 2016).

Bicudo et al. (2016) afirmaram que mosto de melago possui uma maior quantidade de
substancias inibidoras das células de levedura em sua composicao, e que é de se esperar um
desempenho fermentativo menor.

Como no estudo realizado, o mosto de mel final ndo obteve rendimentos inferiores,
sugere-se a realizacdo de um estudo mais aprofundado sobre fermentacdo com mostos de mel
final originados de caldos clarificados com ozonio.

A discussdo dos resultados foi realizada com base em trabalhos publicados na
literatura, que relatavam experimentos com outros meios de cultivo e outros microrganismos,
pois ndo foram encontrados trabalhos sobre fermentagdes alcodlicas utilizando os mesmos
meios de cultivo, ou seja, mostos obtidos a partir de caldos ozonizados, e com 0 emprego da

levedura Saccharomyces cerevisiae SC-20.
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5 CONCLUSOES

- Os caldos utilizados para a composi¢do do mosto, oriundos de diferentes etapas do processo
industrial, possuem significancia estatistica para as varidveis solidos sollveis totais (°Brix) e
pH. Foram identificadas diferencas para o °Brix do mel final, e para o pH do caldo clarificado.
Essas diferencas ocorrem, principalmente devido a variacdo da matéria-prima e do processo
industrial.

- Para o processo de propagacdo de células, sob temperatura de 32°C e com utilizagdo da
levedura Saccharomyces cerevisiae Fermol Millenium Destiller SC-20 com concentragdo de
inoculacéo de 2,0 g.L%, foi observado os melhores resultados para 0 mosto com concentragio
inicial de substrao de 10 °Brix e para um tempo de 7 horas, onde obteve-se uma concentracao
de células de 11,6 g.L%, velocidade especifica de crescimento celular (um) de 0,2456 h™ e tempo
de geracdo (tg) igual a 2,82 h.

- Para o processo de fermentacdo alcodlica, conduzido sob temperatura de 32°C e utilizando a
levedura Fermol Millenium Destiller SC-20, o melhor desempenho em termos de producéo
teorica de etanol, de acordo com o gréafico de superficie de resposta, foi obtido para mostos com
concentracdo inicial de substrato entre 13 e 20 °Brix e concentracdo inicial de células entre 24
e 34 g.L1, com uma producgio maxima de etanol em torno de 25 g.L™2.

- De acordo com a anélise dos resultados das velocidades de consumo de substrato, producdes
e produtividade em etanol, utilizando mostos com concentracéo inicial de substrato de 13°Brix
e concentracdo inicial de célula de 30 g.L™%, foi observado que os diferentes tipos de caldos
utilizados para composi¢do dos mostos, ndo influenciam significativamente na fermentacao
alcodlica. As maiores variagfes foram observadas para mostos de diferentes dias de producéo,
0 que esta relacionado as variagcdes da matéria prima processada e as oscilacbes do processo
industrial. Estes fatores apresentam um maior impacto na fermentacdo alcodlica do que o
sistema de clarificagéo por ozonizagéo e a origem do caldo utilizado para composi¢éo do mosto.
- Para maior controle da fermentacdo alcodlica, deve-se garantir as melhores condi¢Ges em
termos de temperaturas, pH, concentracdo de substrato e células, tipo e estado da levedura, bem
como as condicdes de processo, como: velocidades de alimentacdo das dornas, sanitizacdo dos
equipamentos, tempo de fermentacdo, entre outros. Estes fatores, aliados a qualidade da
matéria-prima, apresentam um maior impacto na fermentacdo alcodlica do que o sistema de

clarificacdo de caldo por ozonizacéo e a origem do caldo utilizado para composicdo do mosto.
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Sugestdes para futuros trabalhos:

- Utilizacdo de outras cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas no segmento
sucroalcooleiro;

- Aplicacgéo de nutrientes ao mosto em estudo;

- Comparacgdo dos rendimentos fermentativos entre mostos obtidos a partir de caldos que
passam pelo metodo de clarificagdo por ozonizacgédo e pelo método convencional (sulfitacdo);

- Implantacdo de um sistema de fermentacdo com batelada alimentada, para se aproximar do
que € praticado na maioria das destilarias;

- Utilizacdo de temperaturas mais elevadas, visto que muitas industrias apresentam dificuldade
no controle desta variavel, devido as elevadas temperaturas observadas em nosso pais,

principalmente na Regido Nordeste.
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APENDICE A - Curva de calibracio para as analises de agUcares redutores totais (ART) —
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APENDICE B - Planilha em Excel utilizada para a anélise de variancia (ANOVA)

Tabela de Analises de Variancia (Analysis of Variance) - ANOVA

Interpretagio:

===>==0 Mode

Estatisticamente Significativo

===+ Modelo & Preditivo

- Soma Quadratica Grau de Liberdade Quadrado Médio | Teste F
Fontes de Variacdo Frapetsss |Fostcuiase f Franeisss
sQ GL am Fcasmaso
Regj'essﬁn 2912173 4 72804325 104,50 453 23,05
Residuo (erro) 41802 ] 0,6967
Falta de Ajuste 41802 4
Erro Puro 0 2
Total 295,3975 10
R: 0,986 Resposta:
R estaca 0,576 [Etanol]= 24,02 + 4,29202 [X] + 3,44150 [S] - 2,23938 [X]" - 2,49187 [5]?
Pelo ANOVA: Parametros:
50, ===>>>>|295,3975 5
S0, 4,1802 11
50fa ===>>>>|4,1802 9
S0ep ==>>>=|0

4,533677

19,246794
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APENDICE C - Certificado de apresentacéo do trabalho: Influéncia da concentracéo inicial
de substrato na propagacao de levedura do tipo Saccharomyces cerevisiae de uso industrial,
apresentado durante 0 2° CONAPESC — Congresso Nacional de Pesquisa e Ensino em
Ciéncia, realizado no periodo de 07 a 09 de junho de 2017, em Campina Grande-PB
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APENDICE D - Certificado de apresentacio do trabalho: Producéo estimada de etanol a
partir de mostos de diferentes concentracdes de substrato e células, apresentado durante o 2°
CONAPESC — Congresso Nacional de Pesquisa e Ensino em Ciéncia, realizado no periodo de
07 a 09 de junho de 2017, em Campina Grande-PB

CONFIRA A AUTENTICIDADE
DESTE CERTIFICADO

20 CONAPESC —
Il CONGRESSO NACIONAL DE
ESUUSA EEISNOENCES CERTIFICADO

=
=
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APENDICE E - Certificado de apresentacéo do trabalho: Utilizacdo da metodologia DNS
para determinacao de agucares redutores residuais do processo de fermentacao alcoolica,
apresentado durante o 2° SIMPIF — Simpdsio de Pesquisa, P6s-Graduacao e Inovacao do
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ANEXO A — Teste de Tukey aplicado para as analises de concentracdo de substrato (Tabela
4.1)

Arguivo BrixCaldosMAZ txt Data 28/88/2817 Hora 12:58:38
EXPERIMENTO EM BLOCOS CASUALIZADOS

QUADRO DE AMALISE

FV GL SQ oM F
Blocos a4 122.41360 30.60325 1.2953 ns
Tratamentos 3 12117.55260 4039.18460 170.9569 **
Residuo 12 283.52300 23.62692

Total 19 12523.48860

*% gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .81)
* gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade (.81 =< p < .85)
ns ndo significativo (p »>= .85%)

GL GLR F-crit F p
4 12 3.2592 1.2953 g.328el
3 12 5.8525 178.9569 <.Bgal

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de bloco

1 28.156088 a
2 34.58888 a
3 32.92588 a
4 28.458088 a
5 31.17588 a

1 14.44888 b
2 14.56888 b
3 21.80088 b
4 73.36888 a
dms = 9.12994
MG = 31.848088 CV% = 15.66

Ponto médio = 48.55808

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Fol aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade



ANEXO B — Teste de Tukey aplicado para as andlises de pH (Tabela 4.1)
Arguivo TukeypHCaldosMAZ.txt Data 23/88/2017 Hora 00:086:30

EXPERIMENTD EM BLOCOS CASUALIZADODS

QUADRO DE AMALISE

8.23481
1.47183
g.89869

2.5871 ns
16.2212 ==

Fv GL 50

Blocos 4 B.93845
Tratamentos 3 4.41318
Residuo 12 1.88823
Total 19 6.43978

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .81)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.81 =< p < .85)

ns ndo significativo (p »= .B5)

GL GLR F-crit F
4 12 3.2592 2.5871
3 12 5.9525 16.2212

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de
1 5
2 5
3 5
4 5
5 6
dms =

a
a
.b5588 a
a
a

bloco

.53258
458080

LA1258
.B1258

1 5.15488 b
2 B.329888 a
3 5.41888 b
4 5.48008 b
dms = B.56563

MG = 5.61258
Ponto médio

= 5.52888

P
8.8986

<. 888l

CVW% = 5.37

75
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ANEXO C — Teste de Tukey aplicado para as velocidades de consumo de substrato (Tabela
4.6)
Arquivo consumosubstrato?.txt Data 19/88/2817 Hora 15:35:39

EXPERIMENTD EM BLOCOS CASUALIZADOS

QUADRO DE ANALISE

Fv GL sQ oM F

Blocos 4 32.21268 8.85308 7.1148 ==
Tratamentos 3 3.22608 1.87533 8.9499 ns
Residuo 12 13. 58468 1.13286

Total 19 A9 .82208

=% cignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .81)
* gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade (.81 =< p <« .85)
ns ndo significativo (p »= .85)

GL GLR F-crit F p
4 12 5.412 7.114 B.6835
3 12 B.687 B.9499 B8.4474
MEDIAS E MEDIDAS
Médias de bloco
1 9.682588 a
2 6£.5060868 b
3 5.82588 b
4 7.67588 ab
5 5.625868 b
dms = 2.39922
Médias de tratamento
1 7.286088 a
2 6.780008 a
3 6.3468088 a5
4 7.32808 a
dms = 1.99842
MG = 6.93868 CV¥ = 15.35

Ponto médio = 7.4060680



ANEXO D — Teste de Tukey aplicado para as produtividades em etanol (Tabela 4.8)
Arguivo ProdutividadeEtanolUFRNZ. txt

Data 28/88/2817 Hora 89:15:26

EXPERIMENTO EM BLOCOS CASUALIZADOS

QUADRO DE ANALISE

1.48583
8.89417
@.86258

22,4933 ==
1.5867 ns

Fv GL 5Q

Blocos 2 2.81167
Tratamentos 3 B.282568
Residuo & B.37568
Total 11 3.46917

*#% gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .81)
* gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade (.81 =< p < .85%)

ns ndo significativo (p »= .85%)

GL GLR F-crit F
2 & 18.9248 22.4933
3 & 4.7571 1.5867
MEDIAS E MEDIDAS
Médias de bloco
1 2.80008 a
2 3.25088 a
3 2.875868 b
dms = B.542%08

1 2.93333 a
2 2.78888 a
3 2.50000 a
4 2.78888 a
dms = B.78725

MG = 2.78833
Ponto médio = 2.9080088

.BB15
. 3856

s Bl v

CWE = 9.23
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