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RESUMO

Devido a dependéncia de consumo de combustivel ndo renovavel (petrdleo), houve uma
preocupacdo mundial com a seguranca energética, ambiental e social. Pois a grande
consequéncia era 0 aumento da densidade de gases de efeito estufa na atmosfera. Como
alternativa, o setor sucroenergético passou a se destacar. Hoje o cenéario brasileiro vem
expandindo a producdo de etanol, sendo os maiores produtores de cana-de-agucar. O
processo de producdo de etanol passa por inumeras etapas de processamento, sendo a
fermentagcdo uma delas, no qual os agucares sao transformados em alcool etilico e gas
carbbnico pela acdo das leveduras. As mais importantes e utilizadas na industria
produtora do etanol sdo os do género Saccharomyces (Cantaduva-1, Pedra-2, Santa
Adélia, Barra Grande, Fleischman e FT-858). O objetivo do estudo foi avaliar os
parametros quimicos e fermentativos antes e ap6s a fermentacdo com linhagens de
leveduras industriais Cantaduva-1 e FT-858 em diferentes concentragdes de substrato e
temperatura. No preparo do pré-inoculo, foi utilizado o meio de sélido YPD (1%(m/v)
extrato de levedo, 2%(m/v) glicose e 1%(m/v) peptona) e esterilizado em autoclave a
120°C por 20 min. Os microrganismos foram multiplicados a partir de amostra
liofilizadas, linhagens puras foram diluidas em solucéo salina de 0,85%, plaqueadas em
meio YPD e incubadas por 72 horas a 30°C. Os ensaios de fermentacdo foram
realizados em mosto a base de caldo de cana esterilizada e incubada na temperatura de
30°C e 40°C, em diferentes tempos de cultivo, com agitacdo. Nas analises de avaliacdo
quimica e fermentativa, foi possivel apresentar a importancia da temperatura e
concentracdo de substrato durante o processo fermentativo. Dados mostraram uma
variacdo de pH de 5,38 a 3,80 e na condutividade houve aumento de ions variado de
2,29 a 4,85mS/cm. A levedura Catanduva-1 foi a que obteve maior variacdo de pH e
FT-858 na avaliacdo de condutividade. Na avaliagdo fermentativa, na temperatura de
30°C a produgdo de etanol variou entre 3,5 a 2,1(v/v), a linhagem Catanduva-1
apresentou a maior producdo de etanol na concentracdo de 18° Brix. Os resultados
mostraram que a levedura FT-858 sofreu menos a acdo do estresse fermentativo que a
linhagem Catanduva-1 quando cultivada em maiores concentragdes do substrato e

temperatura.

Palavras-chave: Mosto, Fermentacédo, Etanol.
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1 INTRODUCAO

O Programa Nacional do Alcool (Proalcool) lancado em 1975, tinha como objetivo
maior a reducdo da dependéncia nacional em relacdo ao petroleo importado. Naquele
momento, o Brasil importava, aproximadamente, 80% do petréleo consumido, 0 que
correspondia a cerca de 50% da balanca comercial. Aquela época, ainda ndo havia a
percepcdo da influéncia da emissdo de gas carbbnico (CO2) durante a queima de
combustiveis fosseis no bem-estar da humanidade. Embora cientistas ja viessem
alertando o publico e os governantes quanto as consequéncias do aumento da densidade
de gases de efeito estufa (GEE) na atmosfera, nenhum pais adotou qualquer medida
restritiva (LEITE & CORTEZ, 2015).

Nos ultimos anos, o setor sucroenergético passou a ser destaque no cenario
internacional, devido a preocupacdo mundial com a seguranga energética, ambiental e
social. Neste contexto, o Brasil, como lider mundial na producdo de cana-de-agUcar,
passou a ser alvo da midia internacional, estimulando novos investimentos de capital
estrangeiro e levando os produtores a expandir cada vez mais a sua producdo (CALDAS
& SANTOS, 2011).

Nos dias atuais, o Brasil se defronta com a perspectiva de um aumento
significativo da demanda de &lcool combustivel. Essa previsdo se sustenta em trés
realidades de mercado: aumento interno do consumo de alcool hidratado pelo sucesso
da introducdo da alternativa “~“flex-fuel”" no mercado de veiculos automotivos
leves; expansao das exportacOes brasileiras de alcool misturada a gasolina, como forma
de enfrentar o aquecimento global; opc¢do brasileira pela producdo do biodiesel,
utilizando etanol na transesterificacdo dos 6leos vegetais (BANOMI & FELIPE, 2010).
O aumento do consumo interno de alcool e as questdes ambientais por combustiveis
obtidos por fontes renovaveis é uma realidade no cenario nacional.

O bicombustivel alcool é a espécie quimica etanol, composto ternario organica,
com formula CH3CH.OH (52,15% de carbono, 37,73% de oxigénio e 13,12% de
hidrogénio). Solidifica-se a -130°C, em forma de uma massa branca. Ferve a 78,35°C,
sob pressdo de 760mmHg. Sua densidade a 20°C é 0,7893g/mL e, a 15°C, 0,7943g/mL.
E um liquido claro, incolor, de odor aromaético, reacdo neutra e sabor ardente. Queima
com chama azulada, pouco luminosa, porém muito quente e em estado puro se inflama

espontaneamente pela agdo dos raios de sol. Dada a sua grande avidez por agua, & um
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excelente agente para impedir putrefacGes, pois desidrata os tecidos nele submersos
(VASCONCELOS, 2011).

O Brasil desponta na produgdo de cana, etanol e aglcar com 572,7 milhdes de
toneladas, 27,7 bilhdes de litros e 31,3 milhdes de toneladas, respectivamente, na safra
2008/2009 segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2009). A cana-de-agucar € cultivada em mais de 101 paises, sendo que 0S maiores
produtores sdo representados por Brasil, india, China e México e representam cerca de
3/4 da producdo mundial. O Brasil representou 33% da producdo mundial de cana em
2007 (FAOSTAT, 2008). O processo de producdo de etanol passa por inimeras etapas
de processamento sendo que a fermentagdo é uma delas.

O processo de fermentagdo em uso no Brasil atende a diversos requisitos
importantes para a producéo de etanol em larga escala para emprego como combustivel.
Trata-se de um processo robusto, sem interrupc@es, capaz de suportar alteracfes bruscas
na matéria-prima e opera em condi¢cBes de baixo nivel de assepsia. Embora a
fermentacdo alcodlica no seu estagio atual atenda as necessidades de producdo de etanol
existe ampla margem para otimizacdo dos processos de fermentacdo em uso (FELIPE,
2010).

H& pouco mais de dois anos iniciou-se, no Nucleo Interdisciplinar de
Planejamento Energético - NIPE, da Unicamp, um estudo visando a expansdo da
producdo do alcool no Brasil de maneira a substituir 10% da gasolina no mundo em
2025, ou seja, uma producdo anual de 200 bilhdes de litros (LEITE & CORTEZ, 2015).

O desenvolvimento da atividade canavieira no estado de Mato Grosso do Sul- MS,
a partir das toneladas de cana moida desde a primeira safra até os ultimos anos foi de
2.386,6 toneladas na safra 1984/1985 e de 41.496,0 toneladas na safra 2013/2014,
segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2014). O estado de
Mato Grosso do Sul apresentou um crescimento de 19% de area plantada de cana-de-
acucar, passando de 654,5 mil em 2013 para 668,3 mil hectares em 2014, segundo o
terceiro levantamento do més de dezembro/2014. Assim, no que diz respeito ao
territorio brasileiro, a expansdo da cana-de-acucar no estado de MS cresceu devido ao
seu clima e solo, e a sua localiza¢do, pois estd muito préximo dos grandes centros
consumidores do pais, particularmente, o Estado de Séo Paulo, o que contribui muito
para o seu desenvolvimento econémico (DOMINGUES & THOMAZ, 2012). Em Mato

Grosso do Sul o potencial para crescimento da produgdo do etanol, quer seja aditivo a
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gasolina ou em veiculos flex, € um dos maiores do pais. As 24 usinas processam 47
milhdes de toneladas de cana e com 0s novos empreendimentos industriais o volume
iria passar de 1,9 bilhdo de litros (safra 2009/2010), para 5,9 bilhGes de litros na safra
2015, segundo dados da (BIOSUL, 2015).

O microrganismo mais estudado para producdo de etanol é a levedura
Saccharomyces cerevisiae, seguida pela bactéria Zymomonas mobilis. Em escala
industrial, no Brasil, predomina a levedura Saccharomyces cerivisiae. Em varias
unidades industriais, ainda € comum, no inicio de safra, a utilizacdo de levedura de
panificacdo, na forma prensada ou granulada seca. Em outras unidades industriais, ao
final de safra, isola-se a levedura produtora de etanol e conserva-se 0 microrganismo em
meio nutritivo até o inicio da safra seguinte, quando esta sera reutilizada. E crescente o
nimero de destilarias que utilizam leveduras isoladas e selecionadas do proprio
processo de fermentacdo (VASCONCELOS, 2011).

Saccharomyces sdo 0 género de levedura mais largamente utilizada na industria
produtora de fermentados que tem como produto final o &lcool. A capacidade deste
género de ser utilizado em processos industriais transformando aclcares em etanol
propicia uma alta tolerancia ao produto formado, tolerancia a variacdes de temperatura,
atividade celular em ambiente &cido. Todos esses atributos podem ser resumidos por
representantes do género Saccharomyces (SANTOS et al., 2013).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANALISE DO CALDO

Mosto € um liquido agucarado que pode ser fermentado, porém devem ser
tomados alguns cuidados quanto a concentracdo de agUcares totais e sua relacdo com
solidos soluveis, acidez total e pH, preparado a partir de méis, caldo e agua. O mosto é
um composto orgénico e rico em ions eletricamente carregado. A condugdo da
eletricidade é devida das solucGes idnica por migracdo de ions positivos e negativos
com a aplicacdo de um campo eletrostatico. Essa propriedade varia com a concentragdo
total de substancias ionizadas dissolvidas na &gua, com a temperatura, com a
mobilidade dos ions, com a valéncia dos ions e com a concentracao real e relativa de
cada ion (PINTO, 2007).

O pH influencia na atividade dos microrganismos e logo, na fermentacao, sendo
este importante para o controle de contaminagdo bacteriana, crescimento da levedura,
taxa de fermentagdo e formacgdo de subprodutos (SOUZA, 2009). Para um bom
desenvolvimento da levedura o pH deve ser de aproximadamente 5,0. Para valores de
pH maiores, proximo de 6,0, no processo de fermentacdo produz uma quantidade
excessiva de glicerina e acido acético, além de alcool etilico e anidrido carbdnico
(ZULIM et al., 2014). O &cido sulfarico (H2SO4) é um acido mineral forte utilizado para
o0 controle de pH nas cubas e bactericida, com objetivo de controlar a contaminacdo. Um
pH muito acido restringe o crescimento da levedura diminuindo sua viabilidade celular,
pois afeta o metabolismo da levedura, ocasionando perdas de nutrientes. Um pH
alcalino acelera o brotamento da levedura e acelera proliferacdo das bactérias
(CANDIDO, 2012).

Durante as fermentac6es o pH pode variar por diversas razées, como variagdes
devido ao consumo de fontes de nutrientes e também formacdo de acidos, tais como
acético, lactico, piravico, succinico (RIBEIRO, 2010).

A condutimetria € um método de andlise que se fundamenta na medida da
condutividade elétrica de uma solucdo eletrolitica. A conducéo da eletricidade através
das solugdes ibnicas ocorre devido & migragdo de ions positivos e negativos. Durante a
aplicacdo de um potencial de corrente alternada, os valores das resisténcias medidas
obedecem a 1% lei de Ohm. A condutancia das solucdes eletroliticas pode ser
determinada por medida direta ou indireta (SOUZA & JOST, 2013). Em geral, a
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condutividade aumenta com a temperatura, por isso ela deve ser medida anotando-se
também a temperatura de referéncia da amostra, para posterior conversdo ao padrdo. No
entanto, praticamente todos os equipamentos disponiveis no mercado, utilizados para
medir a condutividade, ja fornecem o valor corrigido de acordo com a temperatura
padrdo (OLIVEIRA, 2009).

2.2 FERMENTACAO

A palavra fermentag&o teve origem da palavra latina ““fervere™, palavra que vem
de fermentare, que significa ebulicdo, borbulhamento, sendo aplicada desde tempos
imemoriais. Na fermentagdo, os microrganismos liberam enzimas para retirar do meio
0s nutrientes que precisam para se multiplicar, liberando em troca substancias como
acidos, alcool e outras. O resultado da fermentacdo é a producdo de um grupo de
alimentos chamados de produtos fermentados. Entre os produtos fermentados mais
conhecidos temos o iogurte, 0 queijo, 0 vinho, a cerveja e até mesmo o pdo. Na
natureza, existem varios tipos de fermentacdo, sendo as mais importantes para a
populacdo a fermentacdo alcodlica, a fermentacdo latica e a fermentacdo acética
(BARROS & BARROS, 2010).

A fermentacdo alcoolica € um processo de liberacao de energia que ocorre sem a
participacdo do oxigénio (processo anaerébio). A fermentacdo compreende um conjunto
de reacdes enzimaticamente controladas, através das quais uma molécula orgéanica €
degradada em compostos mais simples, liberando energia. A glicose é uma das
substancias mais empregadas pelos microrganismos como ponto de partida na
fermentacdo (SOBIOLOGIA, 2015).

Fermentacdo alcodlica é a transformacdo de acgucares em alcool etilico e CO>
pela agdo de um determinado grupo de organismos unicelulares denominados leveduras.
Os mais importantes e usados na producdo do etanol sdo os do género Saccharomyces.
Esses organismos sdo desenvolvidos para propiciar fermentacdo uniforme, rapida e com
alto rendimento em etanol (SILVA et al., 2015).

Diversos estudos relatam o processo fermentativo. No entanto foi Lavoisier o
pioneiro a demonstrar que o agucar se transforma em alcool e em CO,. Baseado nestes
estudos, surgiu o primeiro principio “Nada se perde, tudo se transforma”. Sobre a

fermentagdo disse também: “¢ uma das operacdes mais surpreendentes e mais
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extraordinarias de todas as que a microbiologia nos apresenta”. O esquema abaixo

representa a estequiometria da fermentagdo segundo Gay-Lussac:
Acuicar = Alcool + Gas Carbonico
100g 51,34g 48,669

Na realidade, o fenbmeno é mais complexo, como todas as reacdes das células
vivas. Pasteur estabeleceu que a equacdo de Gay-Lussac é apenas véalida para 90% do
acucar transformado, sendo os outros 10% transformados em glicerina, &cido succinico
e acido acético. Descobriram-se outros produtos secundarios, como por exemplo, acido
lactico, acetaldeidos, &cido piravico, alcodis superiores e um grande nimero de
substancias presentes em menores quantidades (SCARTAZZINI, 2001). De forma
global, pode-se representar a fermentacdo alcodlica pela equacdo de Gay-Lussac, na
qual se observa que 1mol de glicose produz 2mols de etanol, 2mols de didxido de
carbono e 57kcal de energia (LEHNINGER et. al., 1995; KOLB, 2002), segundo a

férmula;

CsH1206 + 2Pi + 2ADP — 2C2Hs0H + 2CO2 + 2ATP + 2H20 + 57 Kcal

A eficiéncia do processo fermentativo € dada em funcdo direta da manutencéo
das células ativas dispersas no mosto em contato com o substrato. A remocao precoce
das células devido a floculacdo provoca reducdo do rendimento e aumenta o tempo de
fermentacdo, com perdas econdmicas significativas. Mas, se a floculacdo ocorrer num
ponto desejavel na fermentacdo, atuara eficientemente na remocéo das células do mosto,
contribuindo na diminuicdo do custo do processo e aumentando sua produtividade
(PASCHOALINI & ALCARDE, 2009). O processo de fermentacdo ocorre, por meio de
linhagens selecionadas de leveduras Sacchomyces cereviseae (Cantaduva-1, Pedra-2,
Santa Adélia, Barra Grande, Fleischman e FT-858), o caldo é esterilizado e purificado.
O alcool produzido €, entdo, separado da agua por destilacdo (BUCKERIDGE et al.,
2010).

Para estabelecer condicOes favordveis para as leveduras no processo de
fermentacdo € necessario manter uma condicdo de temperatura adequada, pois esta
etapa é essencial para o processo fermentativo. Segundo DIAS (2008), as leveduras séo

capazes de executar eficientemente a fermentacao alcodlica entre 28°C a 35°C.
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A temperatura estd entre as condicdes que mais afetam a atividade dos
microrganismos, influenciando no crescimento e capacidade fermentativa, devido a
formagOes de novos compostos, alterando o meio fermentativo, como aumento da
presenca de substancia acida, sélidos soluveis e concentracdo de etanol (NAVES et al.,
2010). As fermentacGes conduzidas a temperaturas mais baixas podem levar a uma
maior resisténcia da levedura ao teor de etanol final e também uma menor geragdo de
subprodutos do metabolismo celular devido ao menor estresse ao qual as células séo
submetidas (CRUZ et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as condi¢des quimicas do mosto a base de caldo de cana, bem como
analisar os parametros fermentativos de linhagens de leveduras industriais com

potencial para a producdo de etanol.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analise quimica do caldo.
2. Avaliar a capacidade fermentativa de linhagens de leveduras Catanduva-1 e FT-858
durante o processo fermentativo em diferentes concentragdes de graus Brix (18, 22 e 25)
e temperatura de 30° e 40°C.

3. Analisar os parametros fermentativos: biomassa, viabilidade celular e etanol.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARO DO CALDO

O mosto foi coletado na usina em frasco esterilizado e transportado a baixa
temperatura de 4°C e levado ao laboratorio para realizacdo das analises experimentais.
No preparo o mosto foi filtrado em algoddo para tirar as impurezas maiores, e
posteriormente filtrado em papel filtro. Para acertar a concentracdo de graus Brix, foi
utilizada a sacarose para concentrar 0 mosto, e para diluir agua destilada, com auxilio de

um sacarimetro para acertar as concentrag@es de graus Brix.
4.2 ANALISE QUIMICA DO CALDO

Na avaliacdo quimica do caldo foi utilizado uma proveta para retirar um volume
de 30mL do caldo, que foi adicionado em um Becker e foram analisados os parametros
pH utilizando um pHmetro de bancada (Hanna) e a condutividade por um

condutivimetro (Lucadema), antes e apds o processo fermentativo.
4.3 MICRORGANISMOS UTILIZADOS

As linhagens de leveduras industriais utilizadas neste estudo foram Catanduva-1
(Cat-1) e FT-858. Linhagens que se encontram disponiveis no Laboratério do Centro de
Pesquisa de Biodiversidade (CPBio), da Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul
— UEMS, unidade de Dourados.

4.4 PRE-INOCULO

No preparo do pré-indculo, foi utilizado o meio de solido YPD e esterilizados
em autoclave a 120°C por 20 min. Os microrganismos foram multiplicados a partir de
amostra liofilizadas, linhagens puras foram diluidas em solucdo salina de 0,85%, e

0,1mL foram plaqueadas em meio YPD e incubadas por 72 horas a 30°C.
4.5 FERMENTACAO

Os ensaios de fermentacdo foram realizados em mosto a base de caldo de cana
esterilizados e em diferentes concentracdes de graus Brix (18, 22 e 25) sem corre¢édo do

pH, em frascos de erlenmeyers de 125mL, contendo 50mL do mosto e incubados nas
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temperaturas de 30°C e 40°C, com agitacdo. Em tempos determinados da fermentacéo
(20, 40 e 60, horas), aliquotas foram retiradas para andalises dos parametros

fermentativos: biomassa, viabilidade e etanol.
4.6 PARAMETROS FERMENTATIVOS
4.6.1 Producao de Biomassa

As analises da producéo de biomassa foram realizadas em espectrofotdmetro a
570nm (Biospectro) de uma suspensdo de células com diluicBes conhecidas e
relacionadas com a massa celular, na seguinte equacéo:

[célula](mg/mL) = A570 x diluicdo x f

Onde f € o fator de conversdo de absorbancia em massa seca, para a levedura
Saccharomyces cerevisiae € 0,6711. As leituras foram realizadas em tempos
determinados atraveés de absorbancia e massa seca de suspensdes celulares, em

diferentes concentracdes.
4.6.2 Viabilidade Celular

Na determinacdo da viabilidade celular, 10uL das amostras foram transferidos
para 0,9mL da solucdo padrdo de azul de metileno (0,025g de azul de metileno; 0,09¢g
NaCl; 0,042g KCI; 0,048g CaCl..6H20; 0,02g NaHCO3, para 100mL de solucédo
aquosa) e agitados. Apos 10 minutos, tempo necessario para que as células absorvam o
corante, foi realizada a contagem com o auxilio do microscopio Optico (Taimin) em
camara de Neubauer. As células viaveis apresentaram-se incolores, e as ndo viaveis,

coloridas. Através do método de coloracdo azul de metileno (LEE et al., 1981).
4.6.3 Concentracdo de Etanol

A concentracdo do etanol foi determinada em cromatografo a gas CG 3900 com
detector de ionizacdo de chama (Varian), utilizando uma coluna capilar de silica fundida
de 30m de comprimento (ZB-5). A condi¢cdo cromatografica empregada foi volume de
injecdo lul, razdo de split 1:20 e temperatura do forno de 90°C. As temperaturas do
injetor e do detector foram de 240°C. As amostras foram filtradas em ultrafiltro de
0,22um.



20

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE QUIMICA DO MOSTO EM DIFERENTES CONCENTRACOES
DO SUBSTRATO E TEMPERATURA

Nas analises de pH e condutividade, observou-se que ocorreu uma diferenca das
varidveis antes e ap0s a fermentacdo em relacdo as linhagens analisadas, como
apresenta no quadro 1. Na concentragdo de 18° Brix o mosto inicial sem a adi¢do das
leveduras apresentava o valor de pH de 5,38 que ao final da fermentagéo foi de 4,07
para a linhagem Cat-1 em 60 horas, sendo o menor valor de pH analisado na
temperatura de 30°C. Na concentracdo de 22° Brix o mosto variou de 4,96 para um
valor no final do processo de 4,11 para a linhagem Cat-1 e 4,37 para a levedura FT-858.
Na concentragdo de 25° Brix o mosto inicial era de 4,82 e passou a ser de 4,22 da
linhagem Cat-1 e 4,41 para a levedura FT-858. Os parametros analisados na temperatura
de 40°C, ocorreu um aumento na acidez do mosto apresentando uma queda no valor de
pH. Na concentracdo de 18° Brix ocorreu 0 menor valor de pH, para linhagem Cat-1,
sendo que o pH inicial do mosto era de 5,01, podemos observar que apds as 60 horas de
fermentacdo o mesmo foi para 3,80. No entanto na concentracdo de 22° Brix o pH do
mosto era de 4,89, passando para um valor final 4,52 para a linhagem Cat-1 e de 4,40
para a levedura FT-858. E na concentracdo de 25° Brix 0 mosto variou de pH 4,88 para
um valor de pH de 4,17 em 60 horas da linhagem de levedura Cat-1 e da linhagem de
levedura FT-858 para 4,24.

No estudo de analise de condutividade ocorreu alteracdo em relacdo aos ions
presentes nas concentragdes analisadas entre as linhagens. Na concentracdo de 18° Brix
o valor da linhagem Cat-1 foi a que obteve uma maior variagdo ions na temperatura de
30°C, passou de uma condutividade 2,32mS/cm para 4,54mS/cm. Nas concentracGes de
22° e 25° Brix a levedura FT-858 apresentou uma elevacdo de condutividade maior que
a levedura Cat-1. Na temperatura de 40°C, como podemos observar o maior valor de
condutividade foi da linhagem FT-858 de 4,85mS/cm na concentragdo de 25° Brix. Nas
concentragcdes de 18° e 25° Brix a linhagem de levedura FT-858 apresentou valores
maiores. J& em concentracdo de 22° Brix a linhagem de levedura Cat-1 obteve o valor
de condutividade maior, como mostra a quadro 1.

Para as leveduras o ponto Otimo de acidez, representada pelo pH, é o valor

mediano da variagdo em que o crescimento € possivel, no que difere da temperatura
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como fator de estresse. Diferentes espécies sdo adaptadas a diferentes valores de pH.
Essas variagbes podem ocorrer entre diferentes linhagens de uma mesma espécie
(CCOPA & CALARGE, 2013). Estudos realizados com caldo de cana mostraram que o
pH sofre variacdes devido a variedade de cana-de-agucar e normalmente o valor médio
é em torno 5,00 a 5,50 (MOLINA et al., 2008) como apresentado nesse estudo. Porém,
sabe-se valores muito baixos de pH, além de ocasionarem perda de nutrientes como
nitrogénio e potassio, aumentam a sensibilidade ao etanol, aos acidos orgéanicos e ao
SO2 (REIS & RIBEIROS, 2009).

Em uma solugdo de um ndo-eletrdlito, ndo ha dissociacdo, as moléculas de
soluto mantém sua identidade sem se romperem. Os agUcares estdo dissolvidos, porém
n&do possui carga, de tal forma que quando séo inseridos eletrodos positivo e negativo na
solucdo, as moléculas de aclcar ndo se movimentam. Em consequéncia disso ndo ha
condutividade elétrica. Entretanto, as variacdes de acidos, bases e sais que compdem na
solucdo do mosto, vdo determinar a condutividade com o aumento do transporte total de
cargas negativas e positivas, possibilitando um aumento da passagem de corrente
elétrica, durante a fermentacdo (MORA et al., 2006). A condutividade molar varia com
a concentracdo do eletrdlito. Entre as principais raz6es para este efeito estdo a variacédo
no nimero ou na mobilidade dos ions presentes. O primeiro caso acontece em
eletrolitos fracos, onde a dissociacdo dos ions em solucdo ndo é completa. O segundo
caso ocorre com eletrolitos fortes, cuja dissociacdo da molécula em seus ions em
solucdo ¢é total, ocasionando uma interacdo muito forte entre os ions de carga oposta,
que pode reduzir sua mobilidade em solugdo (DALMOLIN, 2014).

Estudos realizados por Costa et al. (2001), relatam que a vinhaga como solucéo
nutritiva para o plantio hidrop6énico de alface e racula, apresentaram uma condutividade
da solucdo nutritiva na faixa que corresponde 1,50 a 3,50mS/cm, que corresponde de
1000 a 1500ppm de concentracdo total de ions na solucdo. A condutividade também
fornece uma boa indicacdo das modificagbes na composicdo de uma solucdo,
especialmente na sua concentracdo mineral, mas ndo fornece indicacédo das quantidades
relativas dos varios componentes. A medida que mais solidos dissolvidos sdo
adicionados, a condutividade aumenta (PINTO & GODOY, 2006).
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Quadro 1 — Avaliacdo do pH e condutividade das linhagens Cat-1 e FT-858 cultivadas
em mosto nas concentragdes de graus Brix 18, 22 e 25 nas temperaturas de 30 e 40°C,
nos tempos de 0 e 60 horas.

Temperatura | Concentracfes Condicdes de Condutividade pH
°C graus Brix cultivos (horas) (mS/cm)

0 2,32 5,38

18° Cat-1 (60 horas) 4,54 4,07

FT-858 (60 horas) 3,31 4,48

0 2,30 4,96

30°C 22° Cat-1 (60 horas) 2,80 4,11

FT-858 (60 horas) 3,03 4,37

0 2,35 4,82

25° Cat-1 (60 horas) 2,70 4,22

FT-858 (60 horas) 2,82 4,41

0 2,35 5,01

18° Cat-1 (60 horas) 2,96 3,80

FT-858 (60 horas) 3,54 3,95

0 2,29 4,89

22° Cat-1 (60 horas) 3,39 4,52

40°C FT-858 (60 horas) 2,95 4,40

0 2,35 4,88

25° Cat-1 (60 horas) 3,98 4,17

FT-858 (60 horas) 4,85 4,24
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5.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS DE LEVEDURAS
INDUSTRIAIS CULTIVADAS EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
GRAUS BRIX NA TEMPERATURA DE 30°C

Na analise dos pardmetros fermentativos nas diferentes concentragdes do
substrato na temperatura de 30°C, as linhagens Cat-1 e FT-858 apresentaram diferencas
para a producdo de biomassa nas condi¢fes analisadas. A producdo de biomassa da
levedura Cat-1 ocorreu de forma gradativa para todas as concentracOes avaliadas, no
entanto podemos observar que nas concentracfes de 18° e 22° Brix em 60 horas de
fermentacao ocorreu a maior producdo de 10,0mg/mL. Em 25° Brix, nos tempos de 20 e
40 horas de fermentacdo a biomassa apresentou-se menor concentracao, é possivel que
Cat-1 tenha sofrido a acéo do estresse osmético em funcdo da concentragdo do substrato
e o tempo de fermentacdo. Estudo realizados por Moreira et al (2015) utilizando
diferentes linhagens industriais, a maior producdo de biomassa, em diferentes
concentracdes Brix, ocorreu na concentracdo de 15° Brix na temperatura de 30°C para
todas as linhagens analisadas.

A levedura FT-858 apresentou um perfil de producédo de biomassa em relacdo ao
substrato e tempo de fermentacdo semelhante a levedura Cat-1 nas menores
concentracdes de Brix, no entanto podemos observar que em 25° Brix a levedura FT-
858 apresentou a maior producdo de biomassa de 9,0mg/mL em 60 horas de
fermentacdo, como descrito na figura 1.

Ao compararmos a producdo de biomassa das linhagens avaliadas em relacao as
condigdes de cultivos utilizadas, podemos observar que ocorreu pequenas alteracdo no

perfil de producéo de biomassa nas condicdes analisadas.
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Figura 1- Anélise de producdo de biomassa de linhagens industriais Cat-1 I e FT-858
. cCultivadas nas concentracdes de graus Brix (18, 22 e 25) na temperatura de 30°C
por diferentes tempos de fermentacao.
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Para a determinacdo da viabilidade celular na temperatura de 30°C, a levedura
Cat-1 no Brix de 18° obteve maior viabilidade de 95,0% em 60 horas de fermentacédo. E
podemos observar que nas concentracfes de 22° e 25° Brix ocorreram queda gradativa
em todos os tempos analisados (Figura 2). A levedura FT-858 apresentou um
crescimento maior na concentracdo de 25° Brix, atingindo a maior viabilidade celular de
94,0% no tempo de 40 horas. E na concentragdo de 22° Brix obteve a de menor
eficiéncia com o valor de taxa de viabilidade celular de 87,0% em 60 horas, como
apresentada na figura 2.
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Figura 2- Analise de taxa de viabilidade celular de linhagens industriais de Cat-1 Il e
FT-858 . Cultivadas nas concentracdes de graus Brix (18, 22 e 25) na temperatura de
30°C por diferentes tempos de fermentacéo.
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Na analise da concentracdo de etanol, a levedura Cat-1 apresentou uma maior
producéo de etanol nas concentracGes de 18 e 22 graus Brix, onde na concentragédo de
18° Brix produziu a maior concentracdo de etanol de 3,5(v/v) em 20 horas, e na
concentragdo de 25° Brix apresentou menor capacidade de producdo, apresentando a
menor concentragdo de etanol de 2,1(v/v) em 60 horas. A linhagem industrial FT-858
foi superior a levedura Cat-1 na concentragdo de 25° Brix, produzindo sua maior
concentragdo de 3,3(v/v) no tempo de 20 horas, talvez esta linhagem apresenta alta
eficiéncia fermentativa em alta concentracdo de substrato e em tempo mas prolongando

de fermentacdo, isto pode estar relacionado com a sua robustez fermentativa como
mostra a figura 3.
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Figura 3-Andlise de concentracdo de etanol de linhagens industriais Cat-1 [ e FT-858
B cCultivadas nas concentracdes de graus Brix (18, 22 e 25) na temperatura de 30°C

por diferentes tempos de fermentacao.
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Altas concentracdes de aguUcares propiciam o estresse celular induzindo o
aumento da osmolaridade externa levando a perda de crescimento e a taxa de
viabilidade celular das células, por causar alteracfes no gradiente osmoticas através da
membrana plasmatica. Isto acarreta, em perdas de volume das células que se contraem
por causa de diferencas da pressdao osmotica entre o meio intracelular e extracelular
(SOUZA, 2009). Fatores como pH, temperatura, concentracdo de sacarose e alcool,
concentracdo de biomassa, viabilidade celular dentre outros, influenciam na
produtividade do sistema, requerendo assim, maior controle sobre o processo
(PACHECO, 2010). O controle da temperatura do processo fermentativo representa um
aspecto importante quanto a producdo de etanol, pois a fermentagdo alcodlica é um
processo exotérmico e, quando realizada em regides de altas temperaturas médias
anuais, a temperatura do mosto em fermentacéo tende a aumentar, ultrapassando assim
faixa ideal (25°C a 32°C) para que seja favoravel ao metabolismo fermentativo
das leveduras (CARDOSO, 2006).
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5.3 Avaliacdo dos parametros fermentativos de leveduras industriais
cultivadas em diferentes concentracOes de graus Brix na temperatura
de 40°C.

Na analise dos parametros fermentativos na temperatura de 40°C em diferentes
concentracdes do substrato, a levedura Cat-1 apresentou um aumento gradativo da
producdo de biomassa nas concentracdes de 18° e 25° Brix e sua maior producdo de
biomassa ocorreu em 25° Brix de 7,0mg/mL em 60 horas. Podemos observar que a
melhor producdo de biomassa foi da linhagem FT-858 com 8,0mg/mL na concentracdo
de 25° Brix em 60 horas de fermentacdo, na concentragdo de 18° Brix foi onde
apresentou a menor producdo de biomassa de 3,0mg/mL em 20 horas. Na concentracédo
de 25° Brix a linhagem de levedura FT-858 foi superior na producéo de biomassa que a
linhagem Cat-1, como mostra a figura 4.

Figura 4- Analise de producéo de biomassa de linhagens industriais Cat-1 [l e FT-858
E. Cultivadas nas concentracdes de graus Brix (18, 22 e 25) na temperatura de 40°C por

diferentes tempos de fermentacéo.
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Na anélise da taxa de viabilidade celular, as linhagens de leveduras industriais se

apresentaram muito préximas as viabilidades, nas diferentes concentragdes de substrato.
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Podemos observar que esta semelhanca ocorreu na concentracdo de 18° Brix nos
tempos de 40 e 60 horas. A viabilidade para a levedura Cat-1 na concentragéo de 22°
Brix foi a maior de 93,0% no tempo de 40 horas de fermentacdo. A levedura FT-858
apresentou sua maior viabilidade em na concentragdo de 25° Brix, com a maior
producdo de viabilidade celular de 94,0% em 60 horas. Na concentracdo de 18° Brix

ndo houve perda na taxa de viabilidade celular para ambas as linhagens analisadas,
como mostradas na figura 5.

Figura 5- Anélise de taxa de viabilidade celular de linhagens industriais Cat-1 B e FT-
858 M. Cultivadas nas concentracdes de graus Brix (18, 22 e 25) na temperatura de

40°C por diferentes tempos de fermentacéo.
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Os estudos realizados nas concentracdes de 18° e 22° Brix a linhagem Cat-1
apresentou producdo maiores de etanol em relacdo a que a levedura FT-858, sendo a
levedura FT-858 apresentou em 18° Brix a menor producdo de concentracdo de etanol
de 1,6(v/v) no final da fermentacdo. Na concentragcdo de 25° Brix, a levedura FT-858
indicou a maior concentracdo de etanol de 2,9(v/v) em 20 horas e se mantendo préximo
de 2,0(v/v) nos demais tempos analisadas, mostrando ser mais eficiente que a linhagem
Cat-1 nas condicdes analisadas, como descrito na figura 6.
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Figura 6-Andlise de concentracdo de etanol de linhagens industriais Cat-1 [ e FT-858
B cCultivadas nas concentracdes de graus Brix (18, 22 e 25) na temperatura de 40°C

por diferentes tempos de fermentacao.
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A temperatura afeta diretamente a ecologia microbiana e as reac@es bioquimicas
da levedura, exercendo efeito em todos os aspectos do crescimento, viabilidade e
fermentacdo das leveduras. A escolha da temperatura de operacdo na fermentagéo
alcodlica é influenciada tanto por fatores fisioldgicos quando fisicos, tais como a perda
do etanol por evaporacdo e a grande formacdo de espumas a temperaturas elevadas
(SOUZA, 2009).

Diversos fatores fisicos, quimicos e microbioldgicos, afetam o rendimento da
fermentacdo e a eficiéncia da conversdo de aglcar em etanol. Durante a fermentacdo, a
levedura pode se expor a varios fatores estressantes, e dentre esses fatores, 0s mais
frequentemente mencionados sdo os altos teores alcoolicos, a temperatura elevada,
acidez do meio, a presenca de sulfitos e a contaminacéo bacteriana e com leveduras ndo
Saccharomyces (PACHECO, 2010).

As altas variagOes da temperatura durante os processos fermentativos produzem
uma forte diminuicdo da viabilidade celular, bem como altas concentragdes de etanol no

meio afetando diretamente as células de leveduras. O controle da viabilidade é sem



30

duvida um aspecto importante no controle da fermentagdo alcoodlica, e quanto maior

esse numero melhor seré o desempenho do processo (STECKELBERG, 2001).
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6 CONCLUSOES

Nas avaliagdes do mosto, em relagéo ao pH e condutividade, antes da fermentacdo o
pH variou de 5,38 a 3,80, e a condutividade entre 2,29 a 4,85mS/cm. Apos a
fermentacao ocorreu variacdo, sendo que na temperatura de 40°C em 25° Brix foi que
obteve a maior dispersdo dos ions no mosto.

O melhor desempenho para a producgéo de etanol ocorreu a 30°C em 20 horas de
fermentagdo para ambas as linhagens industriais.

Como a Cat-1 utiliza menor concentracfes de acucares do que a FT-858, entdo tem

maior capacidade de conversao a etanol em relacdo a FT-858.
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