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RESUMO

A escassez de nutrientes minerais nos mostos de producéo industrial de bioetanol tem sido uma
constante preocupacdo dentro da cadeia produtiva, por trazer sérios prejuizos ao processo de
produgédo, como por exemplo, baixo rendimento fermentativo e insuficiéncia da converséo de
acucares em etanol comprometendo a vitalidade do fermento (células de Saccharomyces
cerevisiae), as quais necessitam de cofatores enziméaticos para metabolizarem os agUcares de
maneira efetiva. Dentro do ambito deste contexto, o presente projeto avaliou e quantificou a
concentracdo de ions minerais e metais toxicos do processo fermentativo de uma Usina de
etanol, por conseguinte, determinou-se o teor dos principais componentes presente na
fermentacdo. Assim, foi verificado através de um balanco de minerais as necessidades do
fermento a determinados elementos quimicos. Desta forma, foi quantificado déficits de
macronutrientes e micronutrientes minerais tornando-se mensuravel os teores necessarios para
a respectiva suplementacdo. Atraves disso, foram realizados ensaios de fermentacdes em escala
de laboratério com diferentes condicbes de sélidos soltveis em mosto (20, 24, 26 °Brix) que
determinaram o0s principais parametros de produtividade em resposta a aplicacdo de dois
nutrientes comerciais de forma combinada. Entre as condi¢des avaliadas, 0s ensaios com mosto
24 e 26 ° Brix suplementados com a linha de nutrientes inorganicos ®Nitrofés, apresentaram
melhores resultados aumentando em média 7 pontos percentuais da eficiéncia fermentativa em
relacdo ao controle sem adicdo do produto. Além disso, as fermentacGes suplementadas com o
produto apresentaram maiores niveis de vitalidade celular, indicando aumento do metabolismo
redutor da glicose por meio da nutricdo de S.cerevisiae.

Palavras-chave: Levedura; Saccharomyces cerevisiae; Suplementacdo de mosto; Nutrientes;
Fermentacdo etandlica; Eficiéncia de fermentacéo.



ABSTRACT

The scarcity of mineral nutrients in musts for industrial bioethanol production has been a
constant concern within the production chain, as it causes serious damage to the production
process, such as low fermentation yield and insufficient conversion of sugars into ethanol,
compromising the vitality of the yeast (Saccharomyces cerevisiae cells), which need enzymatic
cofactors criteria to metabolize sugars effectively. Within scope of this context, this project
evaluated and quantified the concentration of mineral ions and toxic metals in the fermentation
process of an ethanol plant, therefore, the content of the main components present in the
fermentation was determined. Therefore, it was verified through a balance of minerals as
needed by yeasts for certain chemical elements. In this way, deficits of macronutrients and
micronutrients were quantified, making the levels necessary for the respective supplementation
measurable. Through this, laboratory scale fermentation tests were carried out with different
conditions of the soluble solids in must (20, 24 e 26 °Brix) that determined the main
productivity parameters in response to the application of two commercial nutrients in a
combined way. Among the conditions evaluated, the tests with 24 and 26 °Brix supplemented
with the line of inorganic nutrients ®Nitrofos, presented better results, increasing in 7
percentage points the fermentative efficiency in relation to the control without product. Besides,
fermentations supplemented with the product showed higher levels of cellular vitality,
indicating an increase in glucose-reducing metabolism through nutrition of S. cerevisiae.

Keywords: Yeast; Saccharomyces cerevisiae; Must supplementation. Nutrients; Ethanol
fermentation; Fermentative efficiency.
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1. INTRODUCAO

Apesar dos avangcos em programas de estudo de potenciais variedades de espécies de
cana-de-acgucar e suas melhorias em riqueza de sacarose, pouco se sabe sobre o impacto da
qualidade do caldo em termos de macro e micronutrientes no processo de fermentacao etandlico
em escala industrial. Destaca-se a interferéncia de numerosos parametros na formagao do perfil
i6nico do caldo de cana. Entre eles: a variedade da cana, tipo de solo, adubagéo, condicdes
edafoclimaticas, grau de maturidade da cana, tipo de colheita, contetdo de pontas e palhas e
pela utilizacdo ou ndo de vinhaca para a irrigacao (DE SOUZA et al., 2015).

A producéo de bioetanol no Brasil é realizada por via fermentativa, na qual as leveduras,
em geral a espécie Saccharomyces cerevisae, em anaerobiose, convertem os aglcares em etanol
e gas carbonico. No processo fermentativo, o substrato utilizado para producdo de etanol é a
sacarose proveniente do caldo de cana-de-agUcar, também conhecido como mosto.
Basicamente, é constituido de uma mistura de melaco e caldos, com uma concentracdo de
solidos de aproximadamente 18 °Brix. A concentracdo é definida até um certo valor, pois se a
concentracdo for muito elevada pode inibir o processo de conversdo e consequentemente ndo
ser convertido todo aglcar em etanol e gas carbbnico ao final da fermentacdo (AMORIM;
LEAO, 2005).

Pelo fato de haver inconstancia na qualidade das matérias-primas disponiveis ao longo da
safra, ou seja, composicao quimica e tecnoldgica muito variavel, principalmente em seus teores
de sacarose, conhecer a disponibilidade de minerais no mosto é de fundamental importancia
para que a fermentacdo alcodlica opere de forma eficiente. Os ions minerais exercem forte
influéncia na composicao de estruturas vitais e catélise enzimatica realizada pelas células de S.
cerevisae (fermento) durante a glicolise, desta forma, tanto o crescimento celular quanto a
formac&o do etanol so influenciados pelas condicBes que o meio oferece (AMORIM; LEAO,
2005).

A nutricdo mineral é um fator decisivo para a manutencdo da atividade fisiologica do
fermento durante todo o processo de producdo de etanol (durante todo o periodo de safra).
Todavia, quantidades excessivas desses ions podem ser toxicas e causar danos as funcdes das
células de S. cerevisae (fermento). Por exemplo, em niveis elevados alguns sais como potassio,
calcio e magnésio presentes no melaco e/ou caldo de cana-de-agucar podem causar estresse
osmotico das células de S. cerevisae e comprometerem o desempenho do processo fermentativo
(BASSO et al., 2011).

Pesquisas atuais objetivam melhorar a eficiéncia do processo fermentativo (aprimorar o

processo de conversdao do substrato em bioetanol) e reduzir os custos de producdo. O
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rendimento da fermentacdo € sensivel a diversos fatores, alguns estimulantes e outros
inibidores, como o0 excesso de &cidos organicos, tempo de fermentacdo, temperaturas elevadas
nas dornas, auséncia de vitaminas e minerais no mosto, qualidade da cepa da célula de S.
cerevisae, viabilidade e vitalidade celular, dentre outros. Desta forma, muitos desses fatores
vém sendo constantemente estudados para 0 melhoramento do processo fermentativo,
resultando em maior competitividade econdmica. Nas ultimas décadas, tendéncias dos
mercados internacionais impulsionaram a industria sucroenergética brasileira a direcionar o
caldo de cana para producao de acucar, devido a alta demanda do mercado internacional e as
exigéncias de qualidade do produto, fez com que as Usinas se adequassem as especificagoes
exigidas dentro dos programas de qualidade. Tendo em vista a importancia do mercado de
bioetanol no presente cenario, a suplementacdo do caldo com melagco tornou-se um meio para
viabilizar a produtividade das plantas industriais, produzindo agucar e aproveitando o melago
(subproduto do processo de producdo de acUlcar) para a producdo de bioetanol (BASSO et al.,
2011).

Atualmente, algumas Usinas do cenario sucroenergético brasileiro, vem recorrendo a
tecnologia de fermentacgdes do tipo VHG (Very High Gravity), isto €, processos fermentativos
com altas concentragdes de agucares, e por consequéncia, altas concentracbes de etanol. Esta
tecnologia consiste em elevar a concentracdo de agucares nas dornas fermentativas sem afetar
a viabilidade das células de S. cerevisae (fermento), mantendo-se o rendimento de producéo,
dessa forma, produzem mais etanol em menos tempo e com o mesmo volume util de
fermentacdo. Essa tecnologia também possui vantagens técnicas, econdémicas e ambientais, pois
permite reduzir o volume de vinhaca e diminuir o consumo de agua e energia. A dificuldade
encontrada para a aplicacdo imediata desta tecnologia € manter a viabilidade/vitalidade das
células de S. cerevisae (fermento industrial) nestas condi¢cdes (MONTEIRO, 2016).

Santos (2008) estudou a influéncia da complementacdo com 3 formulagdes de diferentes
nutrientes inorganicos (A, B e C) no mosto de caldo de cana a 14°Brix e mosto de melago a
15°Brix de processo de fermentacdo etanolico operado em batelada, e concluiu que a
complementacdo com os nutrientes A, B e C foram benéficos dentro das condigdes das
materias-primas analisadas. Ainda segundo o autor, foi determinado as concentragdes ideais de
aplicacdo para cada nutriente a partir das respectivas formulagdes em funcdo dos parametros
nutricionais adequados para mostos industriais reportados por Amorim (1977) nas duas
condicGes diferentes de matétia-prima analisadas. Na comparagdo dos 3 nutrientes comerciais
para mosto de caldo a 14°Brix conclui-se que a dosagem de 1 g de B/Litro de mosto foi a que

maior contribuiu para aumento da eficiéncia fermentativa, aumentando em 4,75 pontos
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percentuais a mais em comparagdo ao controle, sem nutrientes. Para mosto de melago a 15°Brix
concluiu que o nutriente C apresentou melhor desempenho sob dosagens de 0,30 g de C/Litro
de mosto aumentando em 2 pontos percentuais a eficiéncia fermentativa.

No estudo realizado por De Souza et al. (2014) foi avaliada a influéncia do rendimento
de fermentacéo pela composi¢do mineral do caldo de cana-de-agucar de 3 estados do nordeste
brasileiro (Maranhdo, Paraiba e Pernambuco). Nas analises de minerais, foram encontrados
elevados coeficientes de variacdo para todos os minerais analisados (calcio, cobre, ferro,
magnésio, manganés, zinco, fosforo, potassio e nitrogénio) indicando alta variabilidade de
composicdo. Ainda visto neste estudo, as fermentacGes em laboratorio suplementadas com
magnésio apresentaram maior rendimento de etanol (0,45 g.g™") propondo que o0 monitoramento
da concentracio de Mg?* no mosto seja a questio mais importante para o controle industrial do
processo de fermentagdo de bioetanol.

Monteiro (2016) estudou os efeitos da suplementagdo de compostos nitrogenados em
mostos de cana-de-aglcar com alta concentracdo de aglcares e concluiu que a linhagem CAT-
1 apresentou melhor producdo de etanol a 30 °Brix suplementado com ureia, em que foram
obtidos valores da ordem de 17 % (volume/volume em °GL sem comprometer a viabilidade
celular em comparacéo com a levedura PE-2, a qual obteve valores de 15,8% de teor alcodlico
em vinho levedurado, com as mesmas condi¢des de niveis de agucares.

Dentro do @mbito do conceito apresentado, existe uma grande dificuldade do setor
sucroenergético conhecerem a composicdo mineral do substrato, pelo fato de ndo haver
equipamentos e materiais necessarios para quantificarem o perfil idnico dos meios. Somente as
analises de nitrogénio amoniacal (NH.*) e fosforo (P20s) sdo usualmente realizadas pelos
laboratérios industriais, desprezando-se a quantificacdo e a influéncia de outros ions a

necessidade fisioldgicas do fermento, bem como aos seus fatores estressantes.
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2. OBJETIVO

O objetivo geral do presente trabalho foi verificar a necessidade nutricional do fermento
em relacdo aos principais ions minerais em processo de bioetanol industrial e avaliar a
suplementacédo destes em fermentacdo etandlica de mosto de cana-de-agUcar e fermento (ambos

oriundos de processo industrial) em escala de laboratorio.

2.1. Objetivos especificos

e Avaliar os teores de minerais e metais téxicos nos principais fluxos (mosto, fermento e
vinho) do processo industrial de producéo de bioetanol;

¢ Realizar um balanco de massa dos componentes quantificados anteriormente;

¢ Verificar a necessidade nutricional do fermento do processo dos componentes quantificados
anteriormente;

e Estabelecer as quantidades ideais dos nutrientes a serem suplementados em mosto de
processo industrial de producao de bioetanol;

e Avaliar ensaio fermentativo de etanol em escala de laboratério com mosto de processo
industrial com diferentes graus °Brix em resposta a suplementacéo do produto nutricional;

e Avaliar o potencial de uso do produto nutricional em processo industrial de producao de
bioetanol;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. A agroindustria da cana-de-agucar no Brasil

A cana-de-acucar é cultivada no Brasil desde 1532, trazida por Martim Afonso, o primeiro
colonizador portugués, com a intencdo de implantar engenhos que produziam agicar como 0s
existentes a época no arquipélago dos Acores em Portugal. Durante quase dois séculos de
cultivo, essa espécie promoveu 0 importante ciclo da economia canavieira no Brasil. O
Recbncavo Baiano e Pernambuco foram os estados pioneiros na implantacdo de engenhos
produtores de agUcar na época, se estendendo pela costa brasileira até o Sudeste, associada, em
principio & decadéncia da lavoura cafeeira (BNDES, 2008).

O Brasil é o maior produtor de cana-de-acticar do mundo, seguido por india, China e
Tailandia. Dentre esses paises 0 Brasil é o que possui o maior indice de produtividade,
produzindo em média 81 toneladas de cana por hectare de terra (TCH), em seguida, vem a india
que produz em torno de 70 TCH. Atualmente, o cultivo da cana alcanca quase todos estados
brasileiros ocupando cerca de 10,1 milhdes de hectares da superficie agricola do pais, é a
terceira cultura mais importante em areas cultivaveis, ficando atrads somente da soja e do milho
(UNICA, 2022).

A regido de maior producdo é a Sudeste, com cerca de 90% da producdo nacional, sendo
0 estado de S&o Paulo responsavel por 54,5% da producéo dessa fatia de mercado, devido a
fatores como uma adequada infraestrutura de transportes, proximidade com os mercados
consumidores, caracteristicas socioeconémicas e climaticas favordveis, base de
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, dentre outros fatores contribuintes para que o estado
se tornasse um polo de referéncia nacional em termos de producédo de agucar, biocombustiveis
e energia (UNICA, 2022).

No inicio da década de 70, a produtividade média atingida pelos canaviais foi de 49
tonelada de cana por hectare (TCH) e um rendimento médio de 87 kg de agucar total recuperavel
(ATR)/tonelada de cana-de-agucar. Atualmente, devido as pesquisas biotecnologicas e
programas de melhoramento genético das variedades de espécie de cana-de-agUcar, a
produtividade média atual dos canaviais brasileiros atinge um montante de 81 TCH com
rendimento médio de 142 kg de ATR/tonelada de cana (UDOP, 2022).

O Brasil é o pais do mundo que detém as melhores condicdes para a agricultura
canavieira. A primeira vantagem € a incorporacdo de novas areas de cultivo da agricultura de
energia sem competicdo com a agricultura de alimentos. No Brasil, existe grande

disponibilidade de terras com pastagens degradadas, possibilitando recupera-las com rotacdes
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de cultura e introduzir a cana-de-agUcar aumentando a fertilidade do solo, em relagdo ao que
existia originalmente. O segundo aspecto vantajoso é a possibilidade de multiplos cultivos
dentro do ano agricola (GOLDENBERG et al., 2008).

No Brasil existem aproximadamente 380 Usinas em funcionamento dentro desse sistema
de producdo, que envolve Usinas com as mais diversas capacidades de moagem, variando de
600 mil a 7 milhdes de toneladas de cana-de-agUcar processadas anualmente no pais. Existem
poucas destilarias autbnomas, isto €, que produzem etanol somente (cerca de 35% do total), a
grande maioria das Usinas sdo produtoras de acucar com destilarias anexas (cerca de 60% do
total). As Usinas brasileiras trabalham com cerca de 80% de cana-de-aguUcar proveniente de
terras proprias e arrendadas, 0s 20% restantes sdo fornecidos por pequenos produtores contando
com grande suporte tecnoldgico das Usinas (BNDES, 2008).

O setor canavieiro no Brasil gerou aproximadamente 712 mil empregos diretos no ano de
2019, que engloba profissionais de uma ampla gama de éareas, desde o campo até a industria,
como por exemplo, agricultores especializados, engenheiros, biélogos, quimicos, técnicos,
dentre outros. O valor bruto movimentado pela cadeia produtiva sucroenergética supera US$
100 bilhGes, com um produto interno bruto (PIB) de aproximadamente US$ 40 bilhdes
(montante equivalente a 2% no PIB brasileiro). Além disso, recolhe em média R$ 12 bilhdes
em impostos e taxas (UNICA, 2022).

De acordo com o levantamento realizado pela UNICA (2022), a colheita de cana-de-
acucar, realizada na safra 2021/2022, foi de aproximadamente 600 milhGes de toneladas. A
producdo de agucar atingiu 35 milhdes de toneladas, decréscimo de 15% ao produzido na safra
2020/2021, que atingiu uma producdo de 41 milhdes de toneladas. Essa reducéo esté vinculada
com as condicOes de estiagem e alguns episddios de geada nos estados de Mato Grosso do Sul
e Parand. A producdo de etanol total (anidro e hidratado) foi de 26,6 bilhGes de litros,
representando um decréscimo de 10% em relacdo ao exercicio anterior.

A producéo de etanol anidro, também utilizada na mistura com a gasolina, que tem por
objetivo aumentar a eficiéncia de detonacdo (octanagem), alcancou 10,6 bilhdes de litros,
demanda continuou favoravel influenciada pelo aumento do consumo de gasolina em
detrimento ao etanol hidratado. A producéo nacional de etanol hidratado alcangou 16 bilhdes
de litros, representando um decréscimo de 20,8% em relacdo ao exercicio anterior (UNICA,
2022).

O Brasil possui destague mundial no setor sucroenergético, representando um mercado
em constante expansdo na producédo de bioetanol. Em termos de producéo de etanol o Brasil é

um dos lideres. O principal indicador econémico dessa lideranca refere-se a seus custos de
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producdo, muito inferiores aos que existem nos demais paises. Ao lado desse indicador convém
salientar o fato de ser um biocombustivel de grande importancia para sustentabilidade

(GOLDENBERG et al., 2008).
Apds a primeira crise do petroleo, em meados da década de 70, o etanol comegou a ter

maior importancia econdmica para o pais, sendo criado em 1975, o Programa Nacional do
Alcool (PROALCOOL). Com o prop6sito de utilizar a tecnologia ja existente de producéo de
etanol carburante a partir da cana-de-agucar, este programa deu impulso para o
desenvolvimento do setor sucroenergético no pais. A partir deste momento houve uma grande

expansao tecnolégica, modernizacédo e consolidacdo do setor (RIBEIRO, 2008).

Na Figura 1, é possivel observar (apesar do estancamento das vendas de veiculos a etanol
hidratado durante os anos 1990) que a demanda desse biocombustivel se manteve praticamente
constante em funcdo do uso da mistura com gasolina, mantendo-se em operagdo as unidades

produtoras em niveis relativamente estaveis até o comeco dos anos 2000, quando se iniciou 0

novo ciclo de crescimento (BNDES, 2008).
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200

Fonte: Anfavea (2008)

Figura 1. Evolucdo da producdo de veiculos a etanol hidratado e sua participa¢do nas vendas
de veiculos novos. Fonte: BNDES, 2008.

Com o fim do programa PROALCOOL em meados na década de 1980, com a reducio
dos precos do petréleo e aumento do preco do agucar nos mercados internacionais tornou o
etanol pouco competitivo. A crise do etanol no Brasil em 1989 resultou na aquisi¢cdo dos
consumidores por automovel a gasolina devido a possibilidade de um novo desabastecimento.

Este cenario se alterou nacionalmente somente a partir de 2003, com a cria¢do dos veiculos
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flex-fuel e devido a questBes econémicas, politicas e ambientais, foi retomada a importancia do
etanol na matriz brasileira de combustiveis (VENTORIM, 2008).

3.2. Composicao tecnologica da cana-de-acucar

A composic¢do quimico-tecnoldgica da cana-de-agUcar varia entre paises, regifes e nos
distintos anos em uma mesma zona, essa inconstancia pode ser atribuida e influenciada por
diversos fatores, tais como: condi¢BGes climaticas, tipos de variedades, tratos culturais
empregados, estagios de maturacdo, dentre outros. A cana-de-agUcar possui ciclo perene,
sofrendo influéncia de variagdes climaticas durante o ano inteiro, sendo necessario para se
atingir alta producdo de sacarose, temperatura e umidade adequadas para seu crescimento na
fase vegetativa, seguida de restricdo hidrica para favorecimento do acumulo de sacarose no
colmo na fase de colheita (FISHER, 2019).

A cana-de-agucar € uma planta de ciclo fotossintético Ca, isto é, possui taxa fotossintética
constante, a relacdo de metabolismo se comparado com plantas Cs, propicia a espécie tolerancia
a variacdes de temperaturas e estresse hidrico, as quais fecham parcialmente seus estdmatos
dando continuidade no processo de fotossintese, seguem absorvendo o dioxido de carbono
(CO3) e diminuindo a perda de &gua na transpiracdo estomatica, além de estocar o CO2 no
parénquima foliar distribuindo de forma rapida os fotoassimilados (TAIZ; ZIEGER, 2013).

A cana-de-acUcar € composta, essencialmente, de duas partes, uma subterranea formada
pelos rizomas e raizes e outra aérea, formada pelos colmos, folhas e flores. O colmo pode ser
considerado a parte mais importante para o processo industrial, pois nesta regido acumula-se a
maior parte da sacarose contida nas células em todos os estagios de desenvolvimento da planta.
Pode ser observado através da Figura 2, a composicao de sacarose nos colmos, na base da planta
(D) h&d maior concentracdo de sacarose, enquanto no topo ha menores concentracfes (PARAZZI
etal., 2017).
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PARTES

PARAMETROS 3 2 1 A B c D
Brix X 7,54 10,00 11,69 13,64 15,87 17,77 20,75
CaLpo .

PoL X

gy 2,24 5,02 7,08 9,9 12,93 15,50 19,50

PUREZA DO

Carxio 29,7 50.2 60.6 72,9 81.5 87.2 94.0

PEso
(X Do TOTAL)

5
Sl

12,69 1.27 1.48 1.74 1.99 2,25 78.58

d

1¥ FOLHA

Figura 2. Distribuicdo de sacarose nos colmos.
Fonte: PARAZZI et al., 2017.

Os principais parametros de analise da qualidade da cana-de-agucar sao definidos em pré-
colheita (maturacao) e p6s-colheita no laboratorio de Pagamento de Cana por Teor de Sacarose
(PCTS). A primeira definicdo € atribuida ao uso racional de potenciais variedades para
maximizar o rendimento de sacarose no canavial. J& a segunda, é atribuida a qualidade da
matéria-prima (remuneracdo) que adentra nas Usinas. As principais andlises de qualidade da
cana-de-acgUcar sdo: a determinacdo dos teores de sacarose aparente no caldo de cana (Pol %
Cana), pureza do caldo (Pol % Brix), determinacdo de acUcares redutores no caldo (AR %
caldo), acucares teoricos recuperaveis (ATR) e teor de fibra da cana-de-actcar (Fibra % cana).
Essas andlises sdo procedimentos de rotina dentro do laboratério industrial anexo PCTS que
irdo determinar a qualidade da matéria-prima. Nesse contexto, a cana-de-aclcar dos
fornecedores recebidas nas Usinas, sdo pagas pela sua qualidade e pelo teor de sacarose
aparente (RIPOLI; RIPOLI, 2004).

Sob o ponto de vista tecnologico a cana-de-agUcar € constituida de caldo e fibra. O caldo
que se extrai da cana-de-agUcar é matéria-prima para a industria agucareira, e apresenta
composicgdo variavel em todos os seus constituintes. O teor de fibra da cana varia entre 8-14%
e o teor de caldo entre 84-91%. Desta composicdo do caldo, 75-82% € agua e o restante
substancias solidas dissolvidas, cerca de 18-25% (Figura 3). O percentual em massa de sacarose
oscila de 10-16%, dependendo de sua origem. Altos teores de AR indicam uma cana-de-agucar

“verde” e baixos teores “madura”. O caldo conserva os nutrientes da cana-de-agUcar que lhe
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deu origem, entre eles os minerais (de 1,5-4,5%) como ferro, célcio, potassio, sédio, fosforo,

magnésio e cloro e os materiais organicos (ndo-agucares) como proteinas (0,5-0,6%), amido
(0,001-0,1%), ceras e graxos (0,05- 0,15%) e corantes (3-5%) (FRANCOSO, 2013).
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Figura 3. Composicdo quimica e tecnoldgica da cana-de-acucar.
Fonte: FRANCOSO, 2013 (Adaptado).

Ap0s o periodo de maturagdo, os colmos sdo cortados e transportados por caminhdes até

a unidade de processamento, onde serdo moidos para extracdo do caldo que servira de matéria-

prima para obtencdo de aclcar ou para a fermentacéo alcodlica. O caldo utilizado para producéo

do acucar é o caldo primario, ou seja, resultante do esmagamento no primeiro terno da moenda,

este caldo é separado do restante e possui elevados teores de sacarose. No contexto de producgéo

de etanol, o caldo utilizado ¢ o caldo denominado “misto” (mistura de caldo do segundo terno

da moenda e &gua de embebicdo do bagaco de cana-de-agucar). Esse caldo possui menores

teores de sacarose e baixos teores de solidos soltveis em comparagdo ao caldo primério. Para

producdo de etanol, esse caldo inicialmente & peneirado e tratado quimicamente para

coagulacdo, floculagéo e precipitagdo das impurezas, que sdo eliminadas por decantagdo. Uma

vez tratado, o caldo é evaporado para ajustar sua concentracdo de agucares e aquecido a fim de

combater a proliferacdo de bactérias e leveduras, e eventualmente, € misturado com o melaco,

dando origem ao mosto, substrato agucarado que esta pronto para ser fermentado (FRANCOSO,

2013; DE SOUZA, 2016).
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3.3. Producéo de etanol via fermentativa

O conceito aplicado para definir o significado de fermentacao varia de acordo com 0 uso
informal até o mais cientifico, quando se diz, por exemplo, que o pao fermentou, o leite azedou,
gréos e frutas estragaram (definicdo informal, uso geral). No entanto, existem outras definicdes
para classificar a fermentacdo, pode-se dizer também que é qualquer processo microbiano
(pequena ou grande escala) que ocorra com ou sem a presenca de oxigénio (condi¢Bes aerdbia
ou anaerobia) (TORTORA et al., 2012).

A equacdo global e de parcial oxidacdo e fermentacdo de um acgucar simples (glicose) foi
determinado pela primeira vez por Gay-Lussac em 1815, a qual foi denominada de reacéo
estequiométrica da fermentacdo etandlica ou rendimento teérico (Figura 4). A reacdo
estequiométrica, expressa o balanco de massa simplificado da fermentacéo etandlica, no qual 1
mol de glicose (180 g) fermentados em uma condicdo perfeita, isto €, sem a formacdo de
nenhum outro subproduto, serdo formados 2 moles de etanol (92 g), 2 moles de didxido de
carbono (88 g) e adenosina trifosfato (ATP). Isso corresponde ao rendimento tedrico (Yrss), que
é de 0,511 grama de etanol por grama de glicose consumida pelo microrganismo (LIMA et al.,
2001).

. N
invertase
CHp 0y + HO —————  CgHyp0g + CoHy, Og
sacarose glicose frutose
zZimase
CsH1206 (5 = an 2CH;CH,0Hy + 2C0, + 235 keal
glicose ou frutose etanol didxido de carbono
\\ J

Figura 4. Reacdo estequiométrica da fermentacao etandlica. Fonte: adaptado de VENTURA, 2007.

Apos 5 décadas, em 1863, Pasteur demonstrou a natureza microbiologica anaerobia da
fermentagdo etanolica. Nas primeiras décadas do século XX, pesquisas culminaram com a
elucidacdo das reacfes enzimaticas responsaveis pela transformacdo quimica de aglcar em
etanol e CO2 no interior da célula da levedura. No caso da fermentacao etanolica industrial, o
microrganismo utilizado é a levedura da espécie Saccharomyces cerevisae. Os produtos do seu
metabolismo véo depender das condi¢cdes ambientais em que a levedura se encontra (LIMA, et
al., 2001).

A fermentacdo em condicdo anaerobia ocorre em duas fases principais: a glicélise e a
reducdo do acido piravico. A fermentacéo se inicia com a ativacao da glicose, que recebe dois

grupos fosfato fornecidos pelo ATP, que se transforma em adenosina difosfato (ADP). Apds
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essa etapa, a segunda fase da fermentacdo em condi¢cdo anaerdbia se expressa na reducao do
acido piravico. O hidrogénio que é liberado pelo dinucledtido de nicotinamida e adenina
(NADH) produzido na glicdlise, reduz cada molécula de acido piravico, originando conforme
o tipo de organismo, &cido latico, acido acético ou etanol etilico e CO2. No caso das leveduras,
0 &cido piravico é descarboxilado e através da enzima alcool desidrogenase, 0 acetaldeido é
reduzido a etanol na presenga de NADH> (Figura 5). Portanto, a levedura transforma a glicose
em etanol e CO, (TORTORA et al., 2012).
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LIMA, 2019.



27

Doze reagBes em sequéncia ordenadas presidem a transformacédo do acglcar em etanol e
CO», cada uma catalisada por uma enzima especifica. Essas enzimas sdo afetadas por inimeros
fatores (inibidores, nutrientes, vitaminas, produtos do proprio metabolismo, pH, dentre outros)
alguns estimulando e outros reprimindo a acdo enzimatica no citoplasma, afetando o
desempenho do processo fermentativo. Na funcdo enzimética, os minerais tém grande
importancia por serem cofatores cataliticos dessas enzimas, funcionando como ativador ou
estabilizador da funcdo enzimaética e estrutural das células de levedura. Dessa forma, na
auséncia deles a enzima é inativa (LIMA, 2019).

O objetivo primordial da levedura ao metabolizar anaerobicamente o aguUcar é a sua
sobrevivéncia, ou seja, gerar energia (ATP) para realizar uma série de reacGes de biossintese e
fisioldgicas para producdo de biomassa, ou seja, devido a sua reproducdo ser por brotamento,
nesse momento ela se multiplica para perpetuacdo de sua espécie. Além de fornecer energia, 0s
acucares fornecem carbonos para construcdo do material celular. Etanol, glicerol, acidos e
alcoois superiores sdo produtos rejeitados por elas, considerados subprodutos desse processo
de luta por sobrevivéncia (AMORIM; LEAOQ, 2005).

De todo etanol produzido mundialmente, aproximadamente 80% sao obtidos por via
fermentativa, os outros 20% por sintese quimica do etileno derivado do petr6leo. A producéo
do etanol € uma das mais imediatas e importantes aplicacdes da biomassa através de novas
pesquisas e desenvolvimento da biotecnologia, principalmente nas areas de enzimas,

fermentacdo e microrganismos geneticamente modificados (VENTURA, 2007).

3.3.1. Processo industrial de producéo de bioetanol

Atualmente, as principais cepas de S. cerevisiae utilizadas no processo fermentativo
industrial sdo: CAT1, PE2, FT858L e Fermel (selecionadas pela Fermentec), BG1 e SA1l
(selecionados pelo Centro de Tecnologia Canavieira, CTC). Durante anos, essas cepas tém
demonstrado maior capacidade de dominancia e persisténcia em fermentacfes industriais,
correspondendo em aproximadamente 70% das destilarias brasileiras (LOPES et al., 2016).

As fermentagOes se iniciam com um determinado tipo de S. cerevisiae, a maioria delas
com linhagens selecionadas por instituicOes especializadas, que tem por objetivo escolher as
linhagens que séo capazes de sobreviver sob diferentes condi¢des de estresses durante inimeros
ciclos fermentativos. Através de ferramentas integradas de biologia molecular, programas de
sequenciamento genético de DNA recombinante e fermentacdo industrial essas cepas vém
sendo constantemente estudadas para que no futuro sejam modificadas geneticamente e usadas.

Milhdes de ddlares estdo sendo investidos em todo o mundo em pesquisa e desenvolvimento de
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novas cepas de levedura, no entanto, sem investigar sua capacidade de tolerar condicdes
estressantes semelhantes as que ocorrem nas destilarias brasileiras. Diante disso, as cepas CAT1
e PE2 podem ser consideradas entre as melhores candidatas a expressdo génica de importancia
industrial devido a sua boa tolerancia aos diferentes tipos de estresses no ambiente fermentativo
(AMORIM et al., 2011).

A multiplicagdo do fermento € realizada no inicio da safra até que se atinja a populacéo
ideal para conducdo do processo. Em geral, o inicio da multiplicagdo do fermento ocorre nas
cubas de tratamento, onde sdo dosados nutrientes ricos em nitrogénio, fosforo e outros
micronutrientes para a suplementacdo do fermento (células de leveduras), nessa etapa inicial a
fermentacgdo ocorre em condicdo de aerobiose, a oxigenacdo é um fator de extrema importancia
para garantir a reproducao/multiplicacdo do fermento. Os mostos usados nesta etapa tém a
finalidade de atuar como substrato com o objetivo da reproducdo celular, desta forma, 0 mosto
é adicionado em uma faixa de concentracdo de 6-10°Brix, sendo aquecido a 35°C para garantir
maior velocidade na reproducéo celular e aumento da viabilidade celular (STECKELBERG,
2011).

O processo fermentativo inicia-se quando o indculo é colocado em contato com o mosto.
A partir deste momento o novo fluido passa a ser chamado de vinho levedurado ou vinho bruto,
isto é, uma mistura de mosto e fermento. A fermentacdo ocorre em biorreatores denominados
de dornas de fermentacdo, as quais tém capacidade que variam de 200-2000 m3, sdo constituidas
de aco-carbono e na maioria das Usinas sdo todas fechadas com largas tubulacdes na parte
superior que conduzem o CO. para colunas de recuperagdo, com o objetivo de recuperar 0
etanol contido no gas de arraste por meio de colunas de agua (lavagem) e posteriormente
destilagéo para retirada do etanol nele presente (LIMA, 2019).

Na etapa de fermentacdo, os mostos contém cerca de 18-22% (massa/massa) de aglcares
redutores totais (ART), enquanto as suspensdes do fermento representam cerca de 25-30% do
volume total da dorna de fermentagdo. A concentragdo das células deve estar por volta de 10°
células/mL no inicio da fermentacéo e cerca de 80% de viabilidade celular ao final. Essa elevada
massa celular dentro dos fermentadores, € responsavel por um curto tempo de fermentacdo que
varia de 6-10 h, convertendo cerca de 90% desse acUcar dentro das dornas (BASSO et al., 2011).

Lima et al. (2001) reportam que a fermentagdo ocorra em 3 etapas distintas: fase
preliminar, tumultuosa e final (Figura 6). Na fase preliminar, a que se denomina fase Lag, é
caracterizada pela adaptacdo do fermento ao substrato (mosto), pequenas elevacgdes de
temperatura e pouco desprendimento de CO». A fase tumultuosa, corresponde a0 momento mais

intenso da fermentac&o. E caracterizada pelo desprendimento volumoso de CO,, temperaturas
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mais altas, aumento dos teores alcodlicos e acidez no vinho. Nesta etapa, 0 mosto adicionado
junto ao fermento sofre o processo de recirculagdo passando por trocadores de calor traves de
bombeamento para realizar a troca térmica e manter estavel a temperatura das dornas de
fermentacdo. Dessa maneira, ha maior agitacdo do meio e ativagdo do metabolismo celular
gerando maior quantidade de espumas. A fase final é caracterizada pela diminui¢do da
intensidade do desprendimento de CO», pequenas concentragdes de agucar residual, teor

alcoolico elevado, aumento do glicerol e acidos organicos.
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Figura 6. Fases da fermentacgdo. Fonte: STUPIELLO; HORII, 1990.

Em 83% das destilarias brasileiras o processo fermentativo é conduzido pelo método
Melle-Boinot (Figura 7), também denominado de batelada alimentada, e apenas 17% sdo
processos de fermentacdo operados de forma continua, em ambos € utilizado o reciclo do
fermento, cuja caracteristica é a recuperacdo do mesmo ao final de cada ciclo fermentativo,
mediante a centrifugacdo do vinho e separagdo do creme (fermento concentrado). A cada inicio
de ciclo, o fermento concentrado é submetido a um tratamento. Desta forma, o fermento
concentrado é enviado a um biorreator (cuba) sob agitacdo permanecendo por 2-3 h, e
hidratadas com agua em proporc¢des relativas, acido sulfdrico para correcdo do pH, que pode
variar entre 2-3, além de outros produtos como antimicrobianos, nutrientes e controladores de
espuma. Apos completo tratamento, o fermento concentrado tratado € transferido para a dorna,
na qual inicia-se uma nova fermentacao apos realimentagdo com novo mosto (LOPES et al.,
2016).
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Figura 7. Exemplo simplificado de processo de producdo de bioetanol operado em batelada
alimentada (Melle-Boinot). Fonte: AMORIM, et al., 2011.

Os processos de fermentacdo operado de forma continua correspondem a adi¢do de mosto
e fermento em vazdo continua e simultanea (Figura 8). Esse processo, no geral, possui de 4-5
dornas interligadas umas as outras, e dispostas em série como se fosse uma Unica. As dornas
sdo denominadas de forma crescente: dorna primaria, secundaria, terciaria, quaternéria e dorna
final. As primeiras dornas recebem a alimentacdo com mosto e as demais trabalham como se
fossem de fermentacao final. O vinho também é retirado de forma continua, cuja vazéo de saida

é igual a de entrada, por seguinte encaminhado para centrifugacéo e destilacdo (LIMA, 2019).



Caldo Melago Agua

JOU

Y Y Y

Trocador de calor WH\ |

Mosto

vy

Fermento reciclado

Dorna Dorna

primaria

Trocador de calor

Tratamento do fermento

| secunddria

23 Dorna final

tercedria

Creme

levedura

Jr—

m /
—li— Vinho bruto

L Vinho centrifugado

¢ )

Centrifugagdo

“— Acido sulfirico

»>
Tanque
de vinho

4 . 4

!

Destilagdo

31

Figura 8. Exemplo simplificado de processo de produgdo de bioetanol operado de forma
continua. Fonte: LOPES et al., 2016.

Lopes et al. (2016) relatam que apesar de processos de fermentacdo operado em batelada

comparagao com 0s processos operados de forma continua.

alimentada apresentarem maiores custos de implantacdo com equipamentos como dornas e
trocadores de calor, esse processo possui melhor resultados do que fermentacfes operadas de
forma continua (Tabela 1). Um estudo realizado durante oito anos consecutivos com 62
destilarias (51 bateladas e 11 continuas) mostraram que 0s processos operados em batelada
alimentada atingiram maiores rendimentos de fermentacdo. Além disso, observou-se menor

nivel de contaminacgéo bacteriana no vinho e menores consumos com produtos quimicos em
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Tabela 1. Comparacgdes de fermentacGes etandlicas operadas de forma continua e batelada
alimentada para producéo de etanol no Brasil.

Caracteristicas Continua Batelada
Eficiéncia da fermentacdo (%) 87-89,5 88,9-92,5
Contaminac&o bacteriana do vinho (bastonetes.mL™) 8,5-9,9 x 10’ 2,0-3,9 x 10’
Consumo de &cido sulfarico (g.L ™) 8-4 6-7
Consumo de antibidticos (mg.L™) 5,7-13 3,8-8,0
Consumo de antiespumantes (mg.L™) 0,45-0,75 0,45-0,70

Fonte: Adaptado de LOPES et. al 2016.

Godoy (2006) considera que as principais vantagens dos processos operados em batelada
em comparacdo aos operados de forma continua sdo: menor risco de contaminacdo bacteriana,
flexibilidade de operacbes e manutencdes, facilidade de assepsia nas dornas (biorreatores);
elevado rendimento de fermentacdo. Por outro lado, o processo operado em batelada apresenta
como desvantagem maior custo de manutengédo de equipamentos.

O controle global das condi¢Ges de fermentagcdo € fundamental para atingir maxima
eficiéncia, ambos sistemas de fermentacao devem ser conduzidos visando maiores rendimentos.
Dentre essas variadas condic@es, é importante destacar que o fermento esta susceptivel a fatores
estressantes durante a fermentacédo etandlica, como por exemplo, altas concentracGes de etanol,
elevados teores de acucares, pH muito acido, deficiéncia mineral, concentracdo de sais, elevada
pressdo osmética, dentre outros, todos intensificados pela pratica de reciclagem do fermento.
No entanto, o fermento tem mecanismos de resposta a determinados fatores estressantes as
condigdes industriais que sdo expostas. A trealose e glicogénio sdo carboidratos de reserva para
energia adicional, bem como osmorreguladores da membrana plasmatica quando exposta a
elevados teores alcoolicos e mudancas drasticas de temperaturas. A combinacdo de acido
succinico com etanol possui efeito antimicrobiano, enquanto glicerol é um regulador de
choques osméticos (GODOQY, 2006; LOPES et. al., 2016).

3.3.2.Composic¢édo mineral do mosto de cana-de-agucar

As destilarias brasileiras apresentam diferencas entre elas em termos de processos de
fermentagdo e composicdo dos mostos. Destilarias anexas a fabrica de agucar geralmente
fermentam mosto de melaco diluido com agua ou uma mistura de caldo de cana-de-agucar e
melaco, enquanto destilarias autbnomas fermentam apenas caldos. A matéria-prima para a

producdo de etanol é chamada de mosto de alimentagdo (VARIZE et al., 2019).
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O melago é um subproduto oriundo da fabricacéo de aglcar, contém sacarose como maior
componente (30-40%, volume/volume) é rico em outros nutrientes incluindo vitaminas e
minerais. E um liquido denso e viscoso, de cor marrom opaco e contém baixo percentual de
agua. Possui variadas denominacdes, em funcdo da regido de produgdo, como mel esgotado,
mel pobre, mel final, mel residual ou simplesmente melago. Possui densidade de 1,5 g.mL™.
Em geral, 0o melago ndo pode ser processado diretamente, devendo ser diluido com agua de boa
qualidade e/ou caldo de cana-de-agucar para preparacdo do mosto. Apesar de sua riqueza em
acucares é deficiente em alguns componentes nutricionais, sendo algumas vezes necessaria a
suplementacédo balanceada com nutrientes inorganicos, como sais de fosfato, sulfato de amonio
e outros micronutrientes (PROCOPIO et al., 2012).

Portanto, o mosto nada mais € que uma solucdo agucarada cuja concentracao foi ajustada
de forma a facilitar a sua fermentacdo. Basicamente é constituido de uma mistura de méis e
caldo, com uma concentracdo de sélidos sollveis de aproximadamente 19°Brix. Desta forma,
a concentracdo de agucares do mosto deve ser compativel com a natureza e composicdo da
matéria-prima, com o tipo de cepa de S. cerevisiae utilizada e forma do processo de conducao
da fermentacdo. Para possibilitar um bom desempenho fermentativo o mosto deve estar com
faixa de pH ajustada entre 4,5-5 e temperatura de 32°C, pois nessas condi¢des irdo favorecer as
atividades metabolicas do fermento (COSTA, 2006).

Na composicdo dos mostos, predomina a agua, em torno de 75% (Agua = 100 — Brix), se
considerarmos mosto com 25°Brix, por exemplo. Nos 25% restantes, € que estdo os elementos
que véo ser determinantes ao processo de fermentacao, tais como a quantidade de etanol a ser
produzida, a acidez gerada nas dornas de fermentacao, a quantidade de biomassa gerada (células
de levedura que se reproduzem durante a etapa de fermentagédo), dentre outros parametros
importantes para uma fermentacdo de alto rendimento (UDEH; KGATLA, 2013).

De acordo com Walford (1996) os minerais presentes no caldo consistem em
componentes dissolvidos em agua que se apresentam na forma de ions, com excecéo de alguns
minerais de silica que se apresentam na forma de solidos insoluveis. Os ions minerais estdo em
concentra¢fes mais baixas no caldo, porém em maiores concentra¢cdes no melagco. Em ambos
podemos encontrar, fésforo, magnésio, enxofre, calcio, potassio, zinco, manganés, cobre,
cobalto, ferro, aluminio, dentre outros elementos em menores concentracfes. Esses compostos
inorganicos atuam como cofatores para importantes enzimas glicolitica e séo responsaveis pelo
metabolismo da S. cerevisiae.

A composi¢do mineral dos substratos de cana-de-agUcar varia amplamente, dependendo

da proporcdo de melaco utilizada para formular 0 mosto, variedade e maturidade da cana-de-
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acucar, solo, clima e processamento do caldo de cana-de-aglcar. A Tabela 2 indica as
necessidades de nutrientes para o processo fermentativo, mas que eventualmente ndo precisam
ser adicionados aos mostos, pois estdo presentes nos substratos em teores satisfatorios.
Entretanto, podem ocorrer deficiéncias e excessos que necessitem de correcdo (LIMA, 2019;
BASSO et al., 2011).

Tabela 2. Concentracdo de nutrientes minerais no mosto para se obter adequada fermentacao
alcodlica.

Nutriente mineral Concentracéo (mg.L™?)
NH4* 40-5900
P 62-560
K* 700-800
Ca™ 120
Mg ** 70-200
S04~ 7-280
Na* 200
Co ™ 10
Zn** 0,5-10
Cu*t 7
Mn ** 10-33
Fe ** 0,2
Al 3 <10

Fonte: Adaptado de LIMA, 2019.

A faixa de concentragédo de alguns minerais, mostrados na Tabela 2, revelam que alguns
nutrientes como o nitrogénio, fésforo, magnésio, enxofre, zinco e manganés podem apresentar
uma faixa ampla. Essas variacGes podem ter consequéncias para 0 metabolismo da S. cerevisiae
e, consequentemente, na producéo de etanol (DE SOUZA, 2016).

A concentracdo de nutrientes é um dos fatores mais importantes para controle do processo
fermentativo. Se presentes em quantidades inadequadas, maiores ou menores que as
necessarias, os nutrientes podem conceder reflexos negativos sobre o desempenho do processo
fermentativo. O fermento necessita de mosto que contenha fontes de carbono, como glicose e
frutose, além disso deve conter matrizes de vitaminas, minerais e fonte de nitrogénio. Destaca-
se gque, como 0 mosto contém em partes quantidades adequadas desses minerais, é sempre
conveniente determinar a composi¢cdo média dos mostos para que a complementacéo seja a
mais adequada ao processo fermentativo (PROCOPIO et al., 2012).

Dentre esses parametros que influenciam a formagédo do perfil i6nico dos mostos de
fermentacdo, é importante destacar a utilizacdo da vinhaca para fertirrigacdo de canaviais, essa
pratica é comumente adotada entre a maioria das Usinas produtoras de agUcar-etanol devido ser
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um residuo do processo agroindustrial. De maneira geral, a vinhaca é rica em teores de nitrato,
pot&ssio e matéria organica e aplicada para suprimir as necessidades de agua durante 0s
periodos de plantio e por ter capacidade de alteracdo das caracteristicas quimicas do solo,
favorecendo a disponibilidade desses elementos para as plantas. Dentro deste contexto, a
composicdo mineral do mosto pode ser correlacionada com a origem do canavial, proveniente

ou n&o de fertirrigacdo com a vinhaca (DA SILVA et al., 2007).

3.3.3. Importancia dos minerais para a fermentacao etandlica

Para produtores de bioetanol que procuram melhorar o rendimento do processo, a
suplementacdo mineral é de grande importancia, todavia, a mesma so pode ser realizada quando
se tem um entendimento sobre a influéncia dos minerais sobre a fisiologia do fermento
(WALKER et al., 2000).

fons minerais atuam como cofatores para importantes enzimas glicoliticas e como
moduladores de estresse do fermento. Além de seus éxitos sobre as enzimas, os minerais podem
ter efeitos na estabilidade e dindmica das membranas celulares, levando a acbes sobre
permeabilidade celular e sistemas de sinalizacdo. Ocasionalmente, a biodisponibilidade de
certos minerais-chave pode ser limitante e isso pode afetar adversamente 0 processo
fermentativo (WALKER et al., 2000)

A nutricdo mineral nos processos fermentativos, é realizada basicamente de nitrogénio
nas formas amoniacal (NH4), amidica (uréia), ou aminica (aminoacidos), a S. cerevisae nao
metaboliza nitrogénio na forma de nitratos e proteinas. O fosforo é absorvido na forma de ion
H2POy4, potassio, magnésio, calcio, zinco, manganés, enxofre entre outros em baixas
quantidades. A nutricdo organica exige uma fonte de carbono elaborada (glicose ou outro
acucar) que forneca energia quimica para suas atividades celulares além de algumas vitaminas
como as tiaminas e acidos pantoténicos (LIMA, 2019).

O nitrogénio é parte fundamental dos amino&cidos que formam as proteinas, enzimas e
acidos nucleicos do fermento. Se houver deficiéncia desse nutriente no meio fermentativo,
ocorrerd inativacdo dos transportadores ativos de sacarose na membrana celular e impedimento
da sintese proteica, acarretando decréscimo na producdo de biomassa e diminuicdo do
rendimento fermentativo. A suplementacdo com sulfato de aménio ou com a ureia tem sido
requerida pela inddstria sucroenergética por representarem fonte de nitrogénio mais econémica
(JERONIMO et al., 2008).

O fésforo é fundamental para o metabolismo energético, integra moléculas

informacionais (DNA/RNA) e estruturais (membrana fosfolipidica). Tem como principal
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funcdo a sintese de acidos nucleicos e producgdo de ATP. Se houver insuficiéncia desse elemento
no processo fermentativo, ocorrera diminuicdo no brotamento celular fazendo com que o
fermento ndo se multiplique, impactando seu crescimento. Neste contexto, a falta desse ion
incapacitard os processos de transformacdo e transferéncia de energia quimica para o
metabolismo do fermento (PEREIRA, 2007).

O magnésio € o segundo cation mais abundante nos microrganismos, portanto é
denominado como um macronutriente, ou seja, um elemento exigido em elevada quantidade
pela célula. Essa alta demanda é consequéncia de seu importante papel de cofator de mais de
300 enzimas da via glicolitica, participando de vérias funcdes bioquimicas e fisioldgicas do
fermento, dentre elas, ativacdo enzimética, manutencdo da integridade e permeabilidade da
membrana celular e regulador da pressdo osmotica da célula. Portanto, a biodisponibilidade de
fons Mg no meio é de fundamental importancia para uma fermentacéo eficiente (DE SOUZA
etal., 2014).

O zinco é requerido em pequenas quantidades pela S. cerevisiae, portanto é denominado
de micronutriente. Sua funcdo estabilizadora da estrutura quaternaria das enzimas da via
glicolitica faz com que esse elemento tenha importante papel de catalisador enzimatico e na
produtividade de etanol, sendo essencial para atividade da enzima &lcool desidrogenase.
Deficiéncias de zinco diminui a atividade fermentativa e impedem a sintese proteica. Por outro
lado, a alta concentracdo de ions de zinco em um substrato pode ser tdxica, uma vez que 0 zinco
afeta a permeabilidade das membranas ao potassio, causando uma diminui¢do na multiplicacédo
do fermento e na atividade fermentativa (STEHLIK-TOMAS et al., 2004).

O cobre é um cétion divalente vital em células de S. cerevisiae. Este micronutriente atua
como cofator para atividade de muitas enzimas da via glicolitica, das quais aquelas envolvidas
em reacdes que necessitem de transferéncia de elétrons, tais como citocromo c-oxidase, lactase
e Cu, Zn-superoxido dismutase. O manganés tem um papel importante no metabolismo de S.
cerevisiae como parte de algumas enzimas, como a piruvato carboxilase (STEHLIK-TOMAS
et al., 2004).

O fermento requer uma vasta gama de minerais para seu crescimento e suas funcoes
metabdlicas. A nutricdo mineral da célula de S. cerevisiae ¢ muito importante para garantir o
sucesso da fermentacdo, especialmente na producdo de etanol (WALKER et al., 2000). Na
Tabela 3 sdo mostrados 0s principais constituintes minerais do fermento de processo de etanol
(AIBA et al., 1973; REED; NAGODAWITHANA, 1991; SANTOS, 2008).
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Tabela 3. Constituintes inorganicos do fermento de processos industriais de producdo de
bioetanol.

Elementos (grama por

100 g, base seca) AlIBA et al. (1973) REED;
’ NAGODAWITHANA (1991)
Fésforo 0,8-2,6 1,35
Enxofre 0,01-0,24 0,39
Potassio 1,0-4,0 2,1
Magnésio 0,1-0,5 0,165
Saodio 0,01-0,1 0,012
Calcio 0,1-0,3 0,075
Ferro 0,01-0,5 0,002
Zinco - 0,017
Cobre 0,002-0,01 0,0008
Manganés 0,0005-0,007 0,000002
Molibdénio 0,0001-0,0002 0,00004

Fonte: SANTOS, 2008.

Varize et al. (2019) avaliaram a suplementacao de mosto de melaco e xarope de cana-de-
acucar com nitrogénio aminico e seu impacto sobre a viabilidade e crescimento do fermento
(CAT1). Os resultados revelados no estudo apontam que a suplementagdo de 200 mg.L* de
nitrogénio aminico proveniente de alguns aminoacidos, em mostos de melaco e xarope de cana-
de-agUcar, pode favorecer ou depreciar o crescimento e viabilidade da linhagem CAT1 em
fermentacdes simulando as condic¢des industriais brasileiras, com reciclo do fermento. A
suplementacdo com histidina se mostrou a mais promissora para 0 aumento da tolerancia da
linhagem industrial (CAT1).

Silva et al. (2006) avaliaram a influéncia do nitrogénio, fésforo e °Brix na producao de
metabdlitos secundarios contaminantes totais (MSCT), ou seja, substancias organicas volateis
(aldeido, acetonas, acetatos de etila, metanol) e alcoois superiores (n-propanol, iso-butanol, n-
butanol) presentes no etanol (produto ja destilado). Por meio de metodologia de planejamento
fatorial e andlise de superficie de resposta foi proposto um modelo probabilistico
estatisticamente significativo para a fermentacdo etandlica. Os resultados revelaram que o
fosforo e o nitrogénio, mesmo sem efeitos individuais, apresentaram interagdes entre si
diminuindo a producdo de MSCT, o que melhora a qualidade do etanol.

No estudo desenvolvido por Ferreira (2015) foi constatado que a suplementacéo mineral
em caldos de cana-de-acucar com ions Mg e Cu aumentaram o rendimento fermentativo em
comparagdo com meio sem suplementacéo. O rendimento fermentativo de uma fermentacéo de
caldo de cana-de-aglicar suplementada com cobre foi de (0,50 g.g), suplementada com

magnésio (0,47 g.g™%) e o ensaio controle (sem adico de nutrientes) (0,42 g.g™%). Ainda em seu
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estudo foi avaliado o efeito desses dois minerais sobre o metabolismo de S. cerevisiae,
constatando que o magnésio atua no direcionamento metabdlico da levedura para um
metabolismo redutivo ou fermentativo, inibindo o crescimento do fermento.

De Souza et al. (2015) realizaram suplementacdes de meios sintéticos com 10 diferentes
formulacGes de componentes minerais, sempre com excesso de um mineral. A cepa de S.
cerevisiae industrial JP1 foi utilizada nos procedimentos fermentativos, essa linhagem é a mais
utilizada nas destilarias do nordeste brasileiro. Os meios suplementados com magnésio
apresentaram o maior rendimento (0,45 g.g™!), enquanto os meios suplementados com cobre
resultaram em menor rendimento (0,35 g.g™'). De acordo com seus resultados, 0 magnésio é o
principal responsavel pelo aumento da producgéo de etanol.

Pulingudla et al. (2011) investigaram o efeito da suplementacédo de alguns nutrientes em
mosto contendo melago, com uma concentragdo final de sélidos soliveis de 340 g.L™.
Diferentes concentragdes de ureia e sulfatos de magnésio foram adicionadas como suplemento
atingindo teores de etanol de 12,1% (volume/volume) e 77,8% de eficiéncia fermentativa
guando comparado com fermentacdo ndo suplementada, teor de etanol de 9,8%
(volume/volume) e 63% de eficiéncia fermentativa.

Amorim e Ledo (2005) advertem que, muitas vezes o aproveitamento de minerais pelo
fermento depende de propriedades especificas, como valéncia e forma molecular (organica e
inorgénica) e interagdes com outros elementos presentes, ou adicionados no meio. A
concentracdo de nutrientes no mosto € um dos fatores mais importantes para uma boa
fermentacdo. Se presentes em quantidades inadequadas, maiores ou menores que as necessarias,

podem resultar em reflexos negativos no desempenho da fermentagéo etandlica

3.3.4.Vitalidade Celular

Apesar do interesse das industrias brasileiras produtoras de bioetanol nos diferentes
aspectos do controle de qualidade do fermento, tais como presenca de contaminantes
microbianos, viabilidade celular e floculacdo, séo escassas as empresas de biotecnologia que
realizam a quantificacdo da vitalidade celular em processos industriais de produgéo de
bioetanol. Essa técnica é muito difundida no setor cervejeiro, pois o processo de fabricagéo é
exigente quanto ao controle da qualidade da cerveja e da fisiologia do fermento. Um processo
de fermentacdo otimizado exige um fermento viavel e metabolicamente ativo.
Consequentemente, quanto maior o numero de células viaveis e metabolicamente ativas, maior

sera o rendimento fermentativo e producdo de etanol. Portanto, os ensaios de viabilidade e
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vitalidade do fermento sdo extremamente essenciais para avaliar a qualidade do fermento e
garantir um reaproveitamento adequado do mesmo (SUHRE, 2014).

Atualmente, dentro do setor sucroenergético, a empresa Lievito-Biotecnologia promove
a inovacdo de metodos de controle da qualidade do fermento, promovendo a técnica de
vitalidade celular através da comercializagdo do ®Multikit Vital-Yan e validagdo do ensaio da
resazurina. Com o Multikit Vital-Yan, é possivel quantificar o metabolismo ativo do fermento
(vitalidade celular). O Multikit, conta com um sistema de anélise de resultados, sendo possivel

aferir a viabilidade e vitalidade do fermento.
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4. MATERIAL E METODOS

A Figura 9 apresenta um resumo das etapas realizadas no presente estudo. Os detalhes de

cada etapa sdo descritos na sequéncia abaixo.

Coletas: R Determinagdo de minerais do
Mosto/Fermento/Vinho "I processo fermentativo (Solenis)
Calculos da planta industrial
Matriz I6nica
L +
Preparo do mosto com diferentes [ Calculos para Balango de minerais Dimensionamento da
condigdes de °Brix (20,24,26) do processo fermentativo Nutricdo Celular

n 2
Acucares, Y+

Cromatografia Liquida % .‘.‘
de Alta Eficiéncia | Tacidos g

N ~
Sobrenadante

\ orgénicos

Viabilidade celular

Centrifugacdo

=
Ensaio experimental de
fermentacgao alcodlica em
laboratério
»

Método Microbiolégico
KIT VITAL YAN(LIEVITO)

Pellet

Vitalidade Celular

Método fisico-quimico
- Protocolo Resazurina

S

Teor de fermento

My Vinho levedurado \/‘——< Determinacdo da Contaminagdo )—(M,"

Figura 9. Fluxograma de deciséo das principais etapas envolvidas no presente estudo.

4.1. Determinacdo de minerais e metais toxicos da planta industrial

A amostragem para as analises de minerais foi conduzida em batelada em sistema de
coleta de amostras compostas e devidamente acondicionadas sob congelamento a -20°C. A
composicdo e a homogeneizagdo das amostras foram realizadas uma vez por turno no
laboratdrio da Usina, com volume coletado de 10 mL por turno, totalizando 30 mL por dia (3
turnos). As amostras foram sobrepostas no mesmo frasco até um volume maximo de 500 mL,
totalizando 15 dias de composigdes. Foram fornecidos recipientes adequados com tampas de
tal forma a garantir a qualidade das amostras até o laboratdrio de analise da empresa Solenis
Especialidades Quimicas-Ltda.

Os pontos de amostragem para as analises de minerais (N, P, Mg?*, Mn, Zn, Cu) e metais
toxicos (Fe, AI¥*, Ca, K) foram: Mosto a ser fermentado, fermento tratado e vinho centrifugado.
Os minerais foram classificados em dois grupos: os macronutrientes (N, P, Mg?") e os
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micronutrientes (Mn, Zn, Cu), essa divisdo, se da funcdo da necessidade do fermento a
determinados elementos em maiores e menores quantidades.

As amostras de mosto, fermento tratado e vinho centrifugado da unidade industrial em
estudo foram analisadas quanto a composicdo mineral pela empresa Solenis, no centro de
pesquisa e desenvolvimento, Paulinia Technical Center (PTC) (Apéndice I). As quantificacdes
dos minerais e metais pesados, foram realizadas durante o periodo de 6 meses da safra/21. O
método utilizado para quantificacdo dos minerais foi por espectrometria de emissdo atdmica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES), Método 6010 C EPA-600/4-87-032. Todas as
andlises de minerais e metais realizadas pela técnica de espectrometria de emissdo atbmica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-AES) culminaram na determinagdo dos compostos em
seu estado elementar, ou seja, sem carga, portanto, a determinacdo de cada um deles foi
quantificada de forma total.

Este método descreve determinacGes multi-elementares usando sistemas Opticos
sequenciais ou simultaneos e visualizagdo axial ou radial do plasma. O instrumento mede
espectros de emissdo caracteristicos por espectrometria dptica. As amostras sdo nebulizadas e
0 aerossol resultante é transportado para a tocha de plasma. Os espectros de emissao especificos
do elemento s&o produzidos por um plasma acoplado indutivamente por radiofrequéncia. Os
espectros sdo dispersos por um espectrémetro de grade, € as intensidades das linhas de emisséo
sdo monitoradas por dispositivos fotossensiveis (JONES et al., 1987).

4.2. Célculos da planta industrial de producéo de bioetanol

Para realizar o balanco de minerais, foi necessario conhecermos as principais condi¢des
e calculos da planta industrial, como a producdo de etanol total (Equacéo 1), a quantidade de
acucares necessario para atingir a producdo de etanol estipulada (Equacdo 2) e o teor de
fermento produzido (Equacédo 3). Estes fatores levaram a uma defini¢do da “matriz i6nica” a

qual foi determinante para a complementacéo e/ou suplementacdo do mosto em planta industrial

° Calculo para producédo de Etanol Total

ETANOL TOTAL = ETANOLhiaratado * 095557 + ETANOLaniaro * 099576 7 (1)

Onde:

Etanol Hidratado para Etanol Total: multiplicar por 0,95557
Etanol Anidro para Etanol Total: multiplicar por 0,99576
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. Calculo do teor de acucares totais (AT) necessario

A quantidade de AT necessaria para a fermentagéo (ton.h™)

(ETANOL TOTAL#0,78923-%) ton
AThecessaria = ( Y 2

RENDferm v\, 54
100 3

Onde:
RENDs, ., = rendimento da fermentacédo (%) (dados usina);

Yr = coeficiente de rendimento teorico de substrato (AT) a produto (etanol) = 0,4550

S

(ton.ton);
Massa especifica de Etanol = 0,78923 (kg. L™Y);

. Teor do fermento produzido

A producdo do fermento (células de leveduras) nas dornas de fermentacdo pode ser
conhecida através do estudo cinético da fermentagdo, sendo o coeficiente de rendimento de AT

em massa seca pode ser da ordem de:

x = coeficiente de rendimento de substrato (AT) em biomassa = 0,030 ton AT/ton
S

(base seca).
Portanto,

ton

Célprod = ATheces * Y% n 3)

4.3. Matriz I6nica
Olbrich (2006) determinou as quantidades minimas de cada ion (% em base seca no
fermento produzido) expressado em forma de uma matriz ibnica necessaria para producéo de

células de fermento nas dornas de fermentacdo, conforme Figura 10.
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MATRIZ IONICA DA PLANTA INDUSTRIAL

Base Ionica NITROGENIO % Massa Seca

Base Ionica FOSFORO % Massa Seca

Base l6nica MAGNESIO % Massa Seca

Base l6nica MANGANES % Massa Seca

Base lonica ZINCO % Massa Seca

Base Ionica COBRE % Massa Seca

Figura 10. Matriz I0nica para producdo de bioetanol em escala industrial.
Fonte: Adaptado de Olbrich, 2006.

Através do estudo desenvolvido por Olbrich (2006), podemos calcular por meio da
quantidade do fermento produzido nas dornas, a quantidade de massa seca minima de cada ion
que a fermentacdo necessita. Assim tem-se, pela Equacdo 4 a matriz idnica, ou seja, as
guantidades minimas esperadas dos principais ions que serdo determinantes para o balanco de

massa.

Exemplo: Nitrogénio

Nmin: quantidade minima de Nitrogénio nas dornas (kg.h™);

Célsprog: massa de fermento produzido nas dornas (ton.h™);

Nos matriz: Nitrogénio matriz idnica da planta industrial (% em base seca);

Portanto,

N%matriz

s kg
Nmin = Célsprod * ( 50 ) * 1000 . 4)

4.3.1.Célculos para balango de minerais no processo
A partir dos resultados obtidos das determinacdes analiticas dos minerais no vinho

delevurado, leite de leveduras e mosto, foram calculados os seguintes parametros:

° Balanco Global da planta industrial

A Equacdo 5 foi aplicada para determinar o balan¢o de massa dos principais fluxos da
fermentagdo, considerando as vazdes volumétricas de entrada (mosto), de recirculagdo
(fermento ou leite de levedura) e saida (vinho delevurado), esses dados foram coletados na

industria.

SALDO = Mosv + LeiLevv — VinDelv )
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Onde:
Mosy: Vazdo volumétrica de mosto (m3.h™2);
Leilevy: Vazdo volumétrica de leite de leveduras (m3.h™h);

VinDely: Vazdo volumétrica de vinho delevurado (m3.h%);

o Balanco por componente

A Equacdo 6 foi aplicada para todos os elementos quimicos para verificar o balango por
componentes minerais e 0 saldo de minerais da fermentagéo etanolica.

Exemplo: Nitrogénio
Ns = (Mosv * Nmosto) + (LeiLevv = NLeilev) — (VinDelv * NVinDel )/
1000 -2 (6)

Onde:
Nmosto = Nitrogénio no mosto (ppm);
NLeiLev = Nitrogénio no leite de leveduras (ppm); Minerais Solenis

Nvingel = Nitrogénio no vinho delevurado (ppm);
Ns - saldo de nitrogénio na fermentacdo expressado em (kg.h™)

4.3.2. Dimensionamento da nutricéo celular

o Nutricdo Necessaria: A Equacédo 7 foi aplicada para todos os elementos quimicos para

identificar a necessidade de minerais da fermentacdo, com base na matriz i6nica e no saldo de
nutrientes encontrado.
Ex: Nitrogénio

Nnec: Nmin - Ns @)

Onde:
Nnec: Nitrogénio necessario (kg.h™);
Nmin: Nitrogénio minimo (kg.h™);

Ns: Nitrogénio em saldo (kg.h™);
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4.4. Ensaio experimental de fermentacéo alcodlica em laboratorio
Os ensaios de fermentacéo alcodlica foram realizados nos laboratérios do Departamento

de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia (FCF)-UNESP.

4.4.1.Preparo do mosto com diferentes condic¢des de grau °Brix

O mosto e 0 melago industrial de cana-de-agucar proveniente da Usina em estudo, foram
coletados mediante autorizacdo da empresa, seguindo os protocolos de seguranca. O ponto de
coleta do mosto foi definido apds ele passar pelo sistema de resfriamento de placas (trocadores
de calor), no anel de alimentacéo das dornas de fermentacdo. O melago foi coletado na saida
dos tanques de armazenamento de mel final. Um volume total de 3 L de mosto com 18° Brix
foi acondicionado em frasco apropriado, levado ao laboratério da Usina e distribuido em 3
diferentes béqueres de 1 L. As amostras de mosto foram preparadas em 3 diferentes condicdes
para a conducdo dos ensaios experimentais (20°, 24° e 26° Brix). O preparo das diferentes
solugdes, foi realizado com o auxilio de um refratdmetro digital (ATAGO modelo SMART -
1), agitador magnético (FISATOM) e uma pipeta tipo Pasteur. O melaco com 80 °Brix foi
adicionado nos respectivos bégueres ja contendo o mosto industrial, tendo em vista obter as 3
diferentes condicdes de sélidos sollveis, selecionadas para os experimentos fermentativos.
Apos essa etapa, 0s mostos com diferentes concentracdes foram separados e acondicionados
em frascos de 500 mL sob refrigeracao de 5°C. Essas 3 condicOes de diferentes °Brix do mosto
foram selecionadas com base nas concentragdes comumente praticadas em fermentagdes

industriais que utilizam o melaco para composi¢cdo do mosto a ser fermentado.

4.4.2. Preparo do fermento

Para os ensaios fermentativos foi utilizado o fermento (Saccharomyces Cerevisae
comercial) provenientes da mesma Usina. O fermento foi coletado na saida das centrifugas
separadoras do processo industrial sob a forma de creme concentrado 75% (massa/volume). A
amostra de creme concentrado, foi diluida com &gua tratada do processo industrial até atingir a
concentracédo de 33,3% (m/v) de teor de fermento diluido, conforme condicdo operacional de
trabalho do setor de pré-tratamento de fermento. Apo6s a dissolucdo parcial do creme de
leveduras, a suspensdo de células foi transferida para frascos de 500 mL e acondicionada em

refrigerador sob temperatura de 5°C, por 2 dias.
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4.4.3.Preparo de nutrientes inorganicos

Dois produtos de aplicagdo comercial, formulados em diferentes combinagdes e
concentragdes de macros e micronutrientes foram fornecidos pela empresa Solenis
Especialidades Quimicas-LTDA (Tabela 4).

Tabela 4. Composicdo quimica dos produtos utilizados como nutrientes

Composicdo (g.kg™?) Nitrofés Macro Nitrofés Micro
Nitrogénio 221,13 -
Faosforo 282,24 -
Magnésio 10,08 9,0
Manganés 15,02 15,5
Zinco 3,15 10
Cobre - 25

A formulacio dos nutrientes comerciais (°Nitrofés Macro e ®Nitrofos Micro) apresenta-
se na forma liquida, no entanto, foram aplicados na condicdo original do produto e sem
diluicdes. Para todos os experimentos foram adicionados 20 pL de cada nutriente sob volume
de mosto fermentado (200 mL) resultando em dosagens de 100 ppm. A escolha desta
concentracdo foi baseada em relatdrios industriais de Usinas da regido Sudeste do Brasil. As
concentragdes dos principais ions (N, P, Mg, Mn, Zn, Cu) que compdem mosto e fermento do
més de junho/2021 foram tomadas como parametro para suplementacdo com 0s nutrientes
inorgénicos. Os calculos massicos de suplementacdo de cada ion podem ser visualizados no

Apéndice I1.

4.4.4. Condugcdo dos ensaios de fermentacgéo etandlica

Os ensaios de fermentagdo foram conduzidos em modo batelada com fermento na
concentragéo de 33,3% (massa/volume) e mosto industrial (20, 24 e 26° Brix) em frascos tipo
Erlenmeyer de 500 mL na proporg¢éo de 60 mL de fermento para 140 mL de mosto, totalizando
200 mL de volume total. Os experimentos foram divididos em 3 bateladas de fermentacao, cada
uma correspondente a diferentes condicGes de °Brix de mosto (20, 24 e 26). Para cada condicdo
estabelecida, foi realizado um ensaio chamado de “controle” apenas com o mosto
correspondente, sem nenhuma suplementacao para efeito comparativo. Todas as fermentacoes
foram conduzidas em triplicata.

Para realizar os ensaios de fermentacdo o fermento foi previamente submetido a um
tratamento com solucdo de &cido sulfarico 1N para ajuste de pH = 2,8 em laboratério com
auxilio do agitador magnético para completa homogeneizacdo por 5 min. a 28 °C, conforme
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pratica utilizada nas fermentacdes em escala industrial. Apds corre¢do do pH, foi transferido
com proveta volumétrica uma aliquota de 60 mL da suspensdo do fermento para os 6 frascos
identificados (3 controles) e (3 nutridos). Apos adicionar o fermento nos respectivos frascos,
foi transferido uma aliquota de 20 puL de ambos os nutrientes (Macro/Micro) para 0s ensaios
nutridos e homogeneizados por 2 min. Por fim, o mosto foi adicionado e as fermentag¢Ges foram
incubadas por 8 h a 32 °C sob agitacdo orbital de 200 rpm em Shaker ("MAMEREX-
GYROMAX modelo 737R).

Amostras de 5 mL foram retiradas no inicio da fermentacdo (tempo zero) e a cada 2 h,
durante periodo de 8 h de fermentacdo. O volume coletado foi vertido em tubos de centrifuga,
tipo ®Falcon. Apds essa etapa, foram levadas ao banho maria & 100°C por 5 min para inativagio
do fermento. As fracBes coletadas foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 min. O sobrenadante
foi acondicionado em tubos tipo ®Eppendorf de 2 mL e determinando o pH (potenciémetro
modelo ®Tecnal) e os teores de agticares, etanol, glicerol e acidos organicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (item 4.5.1). Apds coleta do sobrenadante, o pellet de células
precipitadas foi ressuspenso em agua destilada e novamente centrifugado, repetindo-se o
processo trés vezes com o descarte do sobrenadante. Apds etapa de lavagem do pellet, as células
precipitadas foram ressuspensas no mesmo volume inicial, adequadamente diluidas e analisadas

quanto ao teor de levedo por espectrofotometria (item 4.5.2).

4.4.5.Parametros da fermentacéo

O desempenho das fermentacdes etandlica foi avaliado através dos parametros
fermentativos, como se segue: fator de converséo de substrato em produto ou rendimento (g.g°
b, eficiéncia de fermentacio (%), produtividade volumétrica (g.L*.h") e producéo de etanol
batelada (g.L™). Desta forma, a partir dos resultados obtidos das determinagdes analiticas das
fermentagdes iniciais (tempo zero) e finais (8 h), foram realizados os célculos dos parametros
fermentativos, utilizando as Equacdes 8 a 12. Os calculos desses parametros foram aplicados
para todas as fermentacdes com diferentes condicdes de °Brix do mosto de ambos 0s grupos,

controle e nutrido.

o Acucar consumido (S)
S=5S,—5; (8)
Onde:
S = Aclcar consumido (g.L™?)

St = Concentragéo final de agtcares (g.L™?)
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So= Concentracdo inicial de agucares (g.L™?)

o Etanol produzido (P)
P = Pf — Pl' (9)

Onde:
P = Etanol produzido (g.L™)
Ps = Concentrac&o final de etanol (g.L™?)

Pi = Concentracdo inicial de etanol (g.L™?)

o Fator de converséo de substrato em produto ou rendimento (Yess)

P 10
YP/S = S (10)

Onde:
P = Etanol produzido (g.L™)
S = Actcar consumido (g.L™)

Yeis = Rendimento ou fator de conversdo do substrato em etanol (g.g™)

o Eficiéncia da fermentacéo
Calculado com base no rendimento tedrico proveniente da Equacdo de Gay-Lussac (1 g

de glicose € convertida em 0,511 g de etanol)

Yp/s (11)
Ef = (—=)* 1009
! (0,511) * 100%
Onde:
Ef = Eficiéncia da fermentacao (%)
Yris = Fator de conversio do substrato em etanol ou rendimento (g.g%)
o Produtividade volumétrica
CE (12)

PR =—

Onde:
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CE = Concentragéo de etanol (g.L™?)
PR = Produtividade volumétrica de etanol (g.L.h™)

t = Tempo de fermentacéo (h)

4.5. Procedimentos analiticos e microbiol6gicos
4.5.1. Determinacao dos metabdlitos oriundos das fermentagdes etandlica

Os teores de acucares, acidos organicos, glicerol e etanol foram determinados nos
sobrenadantes das fermentacdes (item 4.4.4) devidamente diluidas e filtradas em membrana de
0,45 pum. A quantificacdo foi realizada por CLAE (SHIMADZU modelo NEXERA XR). Para
a determinagdo dos &cidos organicos foi utilizada a coluna HPX-87H (300 x 7,8 mm) da BIO-
RAD Aminex com as seguintes condicdes: temperatura de forno de 60°C: eluente composto de
acido sulfarico 5 mM com fluxo de 0,6 mL.min: volume de amostra de 20 pL: detector de
indice de refracdo (SHIMADZU, modelo RID-20A) a 60°C. Para a determinacdo de glicose,
frutose, sacarose, glicerol e etanol, foi utilizada a coluna Shodex KS-802 (300 x 8 mm) da
WATERS com as seguintes condicGes: temperatura de forno de 30°C: eluente composto por
agua ultrapura com um fluxo de 1 mL.min%: volume de amostra de 20 pL: detector de indice
de refracdo (SHIMADZU, modelo RID-20A) a 30°C. Para as determinacdes os padrdes
analiticos de sacarose, glicose, frutose, acido succinico, acido latico, acido acético, glicerol e
etanol (®Sigma) foram secos sob pentdxido de fosforo e vacuo e diluidos em diferentes
concentracOes para a elaboragdo das respectivas curvas analiticas (Apéndices 111 e 1V).

4.5.2. Determinacao do teor do levedo (fermento)

Foi utilizado espectrofotometro (marca Thermo Scientific modelo Genesys 10S-UV-Vis)
atraveés da técnica de turbidimetria (espalhamento de luz a 600 nm para leituras da densidade
Otica). Para isso foram utilizadas aliquotas de fermento lavadas e ressuspensas em volume
inicial de centrifugacdo (item 4.4.4). A suspensdo obtida, foi homogeneizada em vortex e
devidamente diluida com &gua destilada na proporcdo de 1:99. Apoés etapa de diluicdo, as
amostras foram analisadas em espectrofotdometro e correlacionadas com curva analitica de
concentracio de levedo (g.L ) versus espalhamento de luz determinada por massa seca
(Apéndice V) (SILVA, 2020).
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4.5.3. Determinacdo da vitalidade celular por método fisico-quimico

Este € um protocolo elaborado e validado pela empresa LIEVITO - Biotecnologia. O
ensaio consiste em avaliar por método semiquantitativo a vitalidade do fermento, utilizando um
reagente de cor, a resazurina. O ensaio da vitalidade celular utilizando-se a resazurina, € um
método fisico-quimico que se baseia na capacidade das células vivas de reduzir o reagente
resazurina azul (C12HsNNaO4) em resorufina rosa, este ensaio € um indicador oxidagdo-reducéo
na avaliacdo de moléculas redutoras por células metabolicamente ativas. Sendo assim, quanto
mais metabolicamente ativo o fermento, maior sera a producdo de moléculas redutoras e,
portanto, uma maior alteracdo colorimétrica (proporcional a vitalidade da levedura). No inicio
e final de cada fermentag&do com mosto de 24°brix este protocolo foi aplicado para determinar

a vitalidade e viabilidade do fermento.

o Preparo da solugéo tampéo PBS: Foi pesado 0s seguintes componentes para preparo da
solucdo tampédo PBS: 8,0 g de NaCl; 0,2 g de KCI; 1,189 g de Na;HPO4 anidro; 0,2 g de
KH2PO4. Apés pesagem, os componentes foram transferidos para um frasco de 1 L, avolumado
com 4agua destilada, homogeneizados até completa dissolugdo. Em seguida, o frasco foi
autoclavado.

o Preparo da solucdo estoque de Resazurina (10x) 1mg.mL"! (massa/volume): Para o
preparo da solucédo estoque, foi pesado 5 mg do reagente resazurina e solubilizado em 5 mL de
PBS estéril. A validade é de 2 anos, conservado a -20 °C.

o Preparo da solucéo trabalho de Resazurina (10x) 0,1 mg.mL* (massa/volume): Foi
aplicado o célculo C1+V1 = C2+V> para volume desejado. A solugéo de trabalho deve ser mantida
ao abrigo de luz a 4 °C por 30 dias.

o Preparo da amostra do fermento: No inicio e final de cada fermentacéo, foi amostrado
um volume de 10 mL do vinho levurado e transferido para tubos de centrifuga, tipo ®Falcon
devidamente identificados. Apds amostragem, os tubos foram centrifugados a 5.000 rpm por 3
min. O sobrenadante foi descartado e 1 mL do pellet de leveduras foi ressuspenso em 9 mL de

solucéo salina estéril de NaCl 0,9% (massa/volume) em tubo ®Falcon (células 107%).

o Realiza¢cdo do Ensaio: O ensaio iniciou-se apds homogeneizacdo completa da amostra
do fermento e 1 mL da suspensdo de células do tubo (10%) para ®Eppendorf de 1,5 mL. Deste
modo, seguiu-se com as etapas de lavagem das células, utilizando centrifugacdo a 5.000 rpm
por 1 min. Antes de descartar o sobrenadante foi realizado o teste de interferente do método

através da adicdo de 90 pL do sobrenadante do ®Eppendorf e 10 pL da solugdo trabalho do
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reagente de cor resazurina na placa de 96 pogos. Observou-se a coloracdo do teste e o
sobrenadante excedente do ®Eppendorf foi descartado. Se a coloragio do teste resultar em cor
rosa/laranja deve-se proceder com etapas sucessivas de lavagem até a coloracao tornar-se azul
(Figura 11).

Figura 11. Teste de interferente do meétodo na placa de 96 pocos.

Apbs completo o teste de interferente do método (lavagem de células), foi transferido
uma aliquota de 100 pL da suspensdo de leveduras do ®Eppendorf de lavagem para outro
®Eppendorf contendo 900 pL de NaCl (102). Ap6s homogeneizagao, foi adicionado 15 pL do
corante azul de metileno (0,2%, massa/volume) e 15 uL da suspencdo de células em outro
®Eppendorf e homogeneizado com ago do micropipetador a suspenséo célula-corante (dil.2x).
Conseguinte, foi adicionado 10 pL da suspensdo célula-corante em Cémara de Neubauer e
realizado a contagem em microscopio Optico (aumento de 40x) das células totais (células vivas
e mortas) e de células mortas nos campos destacados em vermelho, conforme a Figura 12.

Figura 12. Anélise de viabilidade celular em cAmara de Neubauer.
Fonte: Adaptado de LIEVITO
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Como resultado, foi realizado o célculo da viabilidade celular da suspensédo de células
(Equacéo 13).

célsvivas

Viabilidade celular(%) = *100% (13)

céls totais

Como resultado, foi realizado o célculo da concentracdo celular da suspenséo de células
(Equacéo 14).

Concentracio celular (céls. mL™t) = céls totais = 5.10% = 2 x 10 (14)

Apbs determinar a viabilidade e a concentracdo de células, foi aplicado um ajuste da
concentragdo celular para 1x108 céls.mL™ (C1+V1 = C2+V2). Em seguida adicionou-se 90 pL de
suspenséo de células 1x108 e 10 pL da solucéo trabalho do reagente resazurina na placa de 96
pocos. A placa foi embrulhada em papel aluminio e armazenada sob temperatura de 25°C
durante 3 h sob abrigo de luz. Apds tempo de espera a coloracéo foi checada de forma visual e

correlacionada com a vitalidade celular, seguindo o gabarito de cores (Figura 13).

VITALIDADE

Elevada (= 70%)

- Moderada (50 - 70%)
a Baixa (< 50%)
. o

Figura 13. Catalogo de cores para comparativo da vitalidade celular.
Fonte: Adaptado de LIEVITO

4.6. Determinacao da vitalidade celular por método de plaqueamento

O presente kit € um produto patenteado (patente n° BR 10 2015 005368-1 A2) e
comercializado pela empresa LIEVITO-Biotecnologia. A presente invencdo se refere a uma
composi¢do de meio de cultura sélido contendo corantes especificos que permitem identificar
e monitorar leveduras inoculadas (starters) durante o processo de fermentacdo com base na
diferenca entre a coloragdo de coldnias de leveduras. O ®Multikit, conta com um sistema de
analise de resultados (planilha fechada), sendo possivel aferir a viabilidade e vitalidade do
fermento. Neste projeto, a utilizacdo do kit consistiu em avaliar por método quantitativo a
vitalidade celular do fermento submetido ou néo a adicdo de nutrientes inorganico comerciais,

como método complementar a analise de viabilidade celular e vitalidade celular pelo método
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da resazurina. No inicio e final de cada fermentacdo contendo mosto com 24° Brix este
protocolo foi aplicado para quantificar a vitalidade celular.

o Plagueamento da amostra no meio seletivo LIEVITO: O procedimento analitico foi
realizado sob condigdes assépticas (camara de fluxo laminar) com todos os materiais
devidamente autoclavados. O ensaio foi realizado a partir do tubo ®Falcon contendo suspenséo
de células (10Y) utilizado no método fisico-quimico. Foi transferido 100 pL da suspensdo de
fermento do tubo (10) para ®Eppendorf contendo 900 pL de NaCl (10?). Segundo a
metodologia do kit, o procedimento de diluicdo em série para o plagueamento, €é realizado a
partir do tubo contendo células (1072). Neste sentido, a técnica de diluigdo seriada foi aplicada
seguindo a propor¢do 1:10 (10%); 1:100 (1072); 1:1000 (107%); 1:10000 (10™). Em seguida, foi
transferido 50 pL do ®Eppendorf 10 para placa contendo o meio de cultivo e espalhado até
total absorcdo utilizando alga de esfregago. As placas foram incubadas e invertidas em camara
de germinacdo a 30°C durante 3 dias. Apds periodo de incubacéo foi realizada a contagem das
col6nias, realizado os registros das imagens através de fotos e inserido os resultados na planilha

LIEVITO para quantificagédo da vitalidade celular (Figura 14).

Figura 14. Contagem de Unidade Formadora de Coldnia (UFC/placa) em placa contendo
meio seletivo LIEVITO.

4.7. Determinacdo do nivel de contaminacgdo bacteriana
O nivel de contaminagéo bacteriano foi quantificado através do ®KIT MC (Diagnostico
Réapido da Contaminacdo Bacterina do Processo de Fermentacdo Etandlico) atualmente

comercializado pela PROBAC do Brasil. O presente kit € um produto patenteado (patente
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namero INPI P11102066) e foi validado pela metodologia de plaqueamento. A presente
metodologia consiste na adi¢do de diferentes volumes de amostra nos tubos do KIT (6 tubos de
ensaio idénticos contendo uma solucgéo de cor azul): controle sem adi¢do de amostra (tubo 1),
30 pL de amostra (tubo 2), 60 uL de amostra (tubo 3), 90 puL de amostra (tubo 4), 210 pL de
amostra (tubo 5) e 480 uL de amostra (tubo 6). Ap6s a adicdo da amostra os tubos foram
colocados em estufa durante 1 h a 30°C. Ao final, o primeiro tubo (sequéncia tubol-6) que
apresentou alteracao visivel de cor (comparado ao tubo controle, sem adicdo da amostra) foi
comparado com um gabarito de cores, as quais mostram os valores equivalentes dos niveis de
contaminacdo bacteriana (Figura 15). No inicio e final de cada fermentagcdo com mosto 24°brix

este protocolo foi aplicado para quantificar a contaminagéo bacteriana.

Figura 15. Diagndstico Rapido da Contaminacio Bacterina do Processo de Fermentago
Etanolico (°KIT MC).

4.8. Anaélise de custo-beneficio da aplicacédo do produto nutricional (®Nitrofés)
Considerando as concentracdes de etanol (producdo batelada) obtidas nos ensaios
fermentativos (24° Brix) foi possivel calcular os teores alcodlicos em porcentagem

(volume/volume) dos respectivos grupos, controle e nutrido (Equacao 15).

EtOH (%) = * 100% (15)

1000
Onde:

EtOH = Concentracgéo de etanol (%);
CE = Concentragéo de etanol (g.L™);
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Desse modo, com a porcentagem alcoolica calculada, foi possivel estimar a producao de
etanol de uma dorna de 370 m3 de volume Util (Equacdo 16) considerando os respectivos teores
alcoolicos de cada grupo (controle e nutrido) e estimar a producdo de etanol mensal (m3),

considerando 12 dornas processadas por dia em um Usina produtora de etanol.

Vol.dorna = EtOH (%)
100

Prod. Etanol mensal (m3) = ( > * 12 * 30 (16)

Onde:

Vol. Dorna = VVolume de vinho na dorna (370 m3)
Etanol (%) = Teor alcoolico na dorna (volume/volume)
12 =n° de dornas processadas no dia;

30 = n° de dias do més;

Considerando o preco de venda do etanol praticado pela Usina em R$ 2,805 (Cenpea,
2022) multiplicado pela producéo de etanol mensal (Equacéo 16) foi possivel estimar os valores
de etanol mensal (R$/més) para os respectivos grupos, controle e nutrido.

Considerando as dosagens dos produtos praticadas nos ensaios fermentativos (100 ppm)
em funcdo do volume de dorna foi calculada a quantidade em quilogramas de cada um dos
produtos aplicados em cada dorna. Por fim, considerando o preco médio dos produtos de R$
6,02 e as mesmas 12 dornas processadas no dia, foi possivel estimar os custos com os produtos

em um més (Equagéo 17).

Vol.dorna * DN
1000

Custo nutrientes (R$/més) = ( ) %12 % 30 * 6,02 a7

Onde:
DN = Dosagem de nutrientes (100 ppm);
Vol. Dorna = Volume de vinho na dorna (370 m?3);
12 = n° de dornas processadas no dia;
30 =n° de dias do més
A estimativa do custo-beneficio consistiu em comparar a diferenca dos valores da
producdo de etanol mensal entre os grupos controle e nutrido, descontando-se o custo dos

nutrientes (R$/més) do ensaio nutrido resultando no ganho mensal (R$/més) (Equacao 18).
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Ganho (R$/més) = (VE controtey— VE (mutriaoy) — CUstoNutri (18)

Onde:
VE (controle) = Valor de Etanol mensal sem nutrientes (R$/més);
VE (nutrido) = Valor de Etanol mensal com nutrientes (R$/més);

Custo Nutri = Custo mensal dos nutrientes (R$/més).

4.9. Anélise estatistica

Todas as determinac6es analiticas foram realizadas em triplicata. Os resultados obtidos
para rendimento, eficiéncia e produtividade, producéo batelada, acidez organica, viabilidade e
vitalidade foram submetidos a anélise pelo teste de Tukey a um nivel de significancia de p<0,05
usando software MINITAB.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo da composicao nutricional dos principais fluxos do processo industrial de
producéo de bioetanol

Para melhor compreensdo do processo industrial de producdo de bioetanol foram
realizadas as andlises dos minerais e metais tdxicos nos principais fluxos do processo
fermentativo em estudo. Desse modo, essas andlises, contribuem para o entendimento da
composicao iénica no fluxo de entrada (mosto), fluxo de recirculacdo (levedo ou fermento) e o
fluxo de saida (vinho centrifugado) do processo fermentativo em estudo.

Ao decorrer dos meses de marcgo/junho de 2021, foram encontrados niveis entre 18-70
ppm de nitrogénio amoniacal no mosto, o qual apresentou valores muito inferiores do
recomendado por Amorim e Ledo (2005), os quais recomendam concentragdes entre 100-300
ppm de nitrogénio no mosto para uma fermentacdo eficiente. Durante este mesmo periodo,
quantidades similares as de nitrogénio do mosto foram verificadas no vinho centrifugado, isso
demonstra que houve deficiéncia da assimilacdo desse mineral pelo fermento (células de S.
cerevisiae), sendo expurgado em grande parte do sistema fermentativo e enviados para a
operacdo de destilacdo. Nos meses de julho/setembro de 2021, teores entre 100-200 ppm de
nitrogénio no mosto foram encontradas, evidenciando indices favoraveis para uma fermentacédo
eficiente e sendo expurgado em menores quantidades no vinho, fato que demonstra uma maior
assimilacdo desse mineral pelo fermento. Neste sentido, os ions aménio reciclados no fermento
apareceram em maiores niveis a partir do més de maio. Esses resultados podem ser confirmados
através da Figura 16 (a), a qual apresenta os niveis de nitrogénio no mosto, fermento e vinho
centrifugado (analisadas durante um periodo de 6 meses de safra).



58

mMosto mFermento wmvinho a d
_. 200 T
£ Q 5
S 150 &
& @ 4
Q Q
5 100 S 3
=) 2%
S 50 I 8 5
1l B
o L M_M = I o L MM l
Margo Abril Maio Junho Julho  Setembro Margo Abril Maio Junho Julho  Setembro
b
800 10 =
— —
£ £
S 8
% 600 8
= = 8
2 a0 o
S =P
8 N
- i nd
T (T I B A1 1 als
Margo Abril Maio Junho Julho Setembro Margo Abril Maio Junho Julho Setembro
. 600 c 3 f
g s E 25
£ I
S 400 g 2
$ 300 Qs
2 5"
) 200 8
S 100 I ll 05 I l I
o AN : A1 iR uis
Margo Abril Maio Junho Julho Setembro Margo Abril Maio Junho Julho Setembro

Figura 16. Concentracdo de macro e micronutrientes encontrados em mosto, fermento e vinho
de processo industrial de producdo de bioetanol: (a) nitrogénio amoniacal, (b) fésforo (c)
magnésio, e (d) manganés, (e) zinco e (f) cobre.

Os resultados encontrados para nitrogénio durante o periodo de estudo, sdo muito
inferiores ao registrado por De Souza et al. (2015), cujo trabalho identificou concentracdes que
variam entre 266-420 ppm de nitrogénio em amostras de mostos de 3 diferentes estados da
regido nordeste do Brasil. Sendo assim, a composicdo de nitrogénio do mosto pode variar
amplamente durante os meses de safra e em diferentes regides geogréficas do territério
brasileiro, essa variabilidade, pode ser atribuida a proporcéo de melaco e caldo de cana utilizado
para formular o substrato fermentativo em funcéo do objetivo pretendido pela fabrica (producao
de acUcar ou etanol), bem como as diferentes condicGes de solo e clima no Brasil.

O fdésforo é considerado um macronutriente de extrema importancia para via glicolitica
(metabolismo de conversdo de aglcar em etanol pelo fermento), as quais dependem deste
elemento para realizar 0 metabolismo energético e producdo de ATP. Durante 0os 6 meses de
safra, ndo houve deficiéncia de fésforo total no mosto, o qual apresentou niveis entre 130-200
ppm. Esses resultados, corroboram com o estudo realizado por Amorim e Ledo (2005), que
reportaram niveis de concentracdo entre 50-250 ppm de fésforo no mosto, niveis excelentes
para fermentacdes industriais.

O fluxo de recirculacdo do fermento apresentou maiores concentragdes de fosforo a partir
do més de junho, cujo valores sdo maiores do que os encontrados no mosto, esse fato pode ser
atribuido a maior concentracéo de fermento e maior disponibilidade dos agUcares totais (AT)

no meio fermentativo. Desse modo, o nivel de fosforo presente no fermento reciclou em maiores
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proporgdes do que nos meses anteriores, inferindo sua importancia, ndo sé para a eficiéncia da
conversdo de aglcar em etanol, como também para a multiplicacdo do fermento. Os teores de
fosforo no mosto, fermento e vinho podem ser observadas na Figura 16 (b).

Os resultados para os teores de magnésio no mosto foram entre 170-500 ppm durante o
periodo analisado, 0 que corrobora com os pardmetros recomendados por Lima (2019), que
afirma que niveis de magnésio entre 70-200 ppm s&o suficientes para se obter uma fermentagéo
alcoolica eficiente. Porém, nos meses de marco, julho e setembro houve apices de nivel de ions
Mg?*, demonstrando valores muito acima dos recomendados. O teor deste elemento presente
no fluxo de recirculacdo € cerca da metade do encontrado no mosto. Esses resultados podem
ser observados através da Figura 16 (c), o qual apresenta valores entre 300-400 ppm de
magnésio no vinho centrifugado. Conveém ressaltar, ainda, que o0 magnesio e outros compostos
presente no vinho centrifugado sdo perdidos, sendo enviados ao processo de destilacao.

O teor de manganés no mosto ao longo do periodo de 6 meses de safra foi entre 0,5-4
ppm. Os resultados obtidos por este estudo corroboram com apresentado por Santos (2008),
que registrou teores entre 2-3 ppm de manganés em mostos industriais. Os valores encontrados
para esse elemento, ndo sdo concordantes com os recomendados por Lima (2019), o qual afirma
que niveis entre 10-33 ppm sdo ideais para se obter uma fermentacdo de alta performance. No
fermento, este elemento foi encontrado em baixas quantidades, principalmente durante 0 més
de margo. No vinho centrifugado mostrou valores entre 3-4 ppm, sendo expurgados
praticamente em totalidade do sistema fermentativo. Os resultados desse elemento, podem ser
visualizados na Figura 16 (d).

O nivel de zinco encontrado no mosto ao longo do periodo de 6 meses de safra atingiu
niveis entre 0,6-2,5 ppm. Os valores encontrados para esse elemento, estdo de acordo com os
valores recomendados por Lima (2019), o qual afirma que entre 0,5- 10 ppm de zinco no mosto
sdo ideais para uma fermentacdo saudavel. Todavia, levando em consideragdo o trabalho
realizado por Santos (2008) o qual encontrou valores entre 3,6-4,4 ppm de zinco em mostos de
melaco industrial, os resultados apresentados neste estudo estariam bem préximos. No entanto,
no fluxo de saida do processo fermentativo, este elemento aparece em quantidades similares as
encontras no mosto. Esses resultados, podem ser visualizados na Figura 16 (e).

A Figura 16 (f) demonstra os resultados obtidos para concentra¢des de cobre no mosto,
fermento e vinho do processo fermentativo do presente estudo. Ao longo dos 6 meses de safra,
o nivel de cobre encontrado no mosto variou entre 0,4-2,5 ppm. Esses valores, estdo muito
abaixo dos apontados por Lima (2019), o qual afirma que um nivel de 7 ppm de cobre no mosto

é ideal para uma fermentacédo saudavel. Durante todo o periodo de safra, as concentracdes deste
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micronutriente encontradas no fluxo de saida, foram muito similares as encontradas no mosto,
indicando baixa assimilac&o pelo fermento e déficit deste elemento via fluxo de alimentacéo e
reciclo.

Com base dos resultados experimentais obtidos por Stehlik-Thomas et al. (2004), os
autores concluiram que a suplementagdo com 0,1 g.L! de cada um dos micronutrientes
(CuSQO4, MNSO4 e ZnSO4) em substratos formulados com melaco industrial de cana-de-agucar,
contribuem para aumento do rendimento e velocidade da fermentacao alcoolica em condicdes
anaerobias.

Uma andlise dos resultados obtidos por este estudo pode classificar de acordo com 0s
pardmetros da literatura que a composi¢do nutricional do mosto industrial estd diretamente
correlacionada com a eficiéncia da fermentacdo alcodlica, bem como a presenca de
determinados elementos toxicos ao fermento, que podem interferir negativamente no processo
fermentativo, ocasionando problemas na cadeia produtiva. O fermento responde aos efeitos
deletérios do estresse, desenvolvendo rapidamente respostas moleculares com o intuito de
reparar 0s danos e de se proteger contra exposi¢oes adicionais.

O ferro € essencial para o fermento, porém em grandes quantidades pode ser toxico. Por
este motivo, a incorporacdo do ferro pelo fermento é bem regulada através dos mecanismos de
transporte e armazenamento (STEHLIK -TOMAS et al., 2004). Neste sentido, o presente estudo
avaliou a concentracdo dos teores de ions ferro total no mosto, fermento e vinho. Através da
Figura 17 (a) pode ser observado teores entre 5-15 ppm de ferro no mosto durante o periodo de
safra. Esses valores, sdo muito superiores do proposto por Lima (2019), o qual relata que teores
de 0,2 ppm seriam suficientes para que as atividades fermentativas do fermento operem de
maneira regular, portanto, ha presenca em excesso desse metal. Este fato que pode ser
confirmado através do estudo registrado por De Souza et al (2014) que verificaram que a
suplementacio com fons Fe** em meios de cultivo sintético acarretam reducéo do rendimento
de etanol em comparagdo com meio enriquecido com Mg?*, além disso segundo o autor, essa
reducdo pode ser explicada pela inducdo do estresse oxidativo do fermento. Neste periodo
analisado, o presente estudo detectou quantidades entre 3-8 ppm deste metal no fermento e

niveis de 8-20 ppm no fluxo de saida do sistema fermentativo.
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Figura 17. Concentragdo de metais toxicos para o fermento encontrados no mosto, fermento e
vinho de processo industrial de producédo de bioetanol: (a) ferro, (b) aluminio, (c) célcio e (d)
potéssio.

Recentemente, o aluminio foi identificado como elemento estressante do fermento em
processo industrial de bioetanol, causando reducdo simultanea da viabilidade celular, além de
niveis de glicogénio e trealose intracelular quando presente em excesso (PULIGUNDLA et al.,
2011). A presenca deste metal estd correlacionada com a qualidade da &gua utilizada no
tratamento do fermento, pois geralmente € utilizado policloreto de aluminio (PAC) nas estacdes
de tratamento de agua para remocao de sujidades, porém, se dosado em altas concentracdes,
resultard em residual de aluminio na agua que ira diluir o fermento, prejudicando o processo
fermentativo.

Conforme apresentado pela Figura 17 (b), maiores concentracdes de ions de AI** no
mosto foram identificadas nos meses de julho e setembro, 14 e 12 ppm, respectivamente,
entretanto, durante os meses de marco/junho de 2021 foram verificadas menores quantidades
no mosto. No entanto, neste caso concentrag@es proporcionais foram encontradas no vinho
centrifugado e fermento durante todo o periodo analisado, sinalizando pouca assimilagdo deste
metal pelo fermento, contudo reciclando-o em concentragdes similares. Mediante trabalho
realizado por Lima (2019) que afirma que niveis menores que 10 ppm de aluminio em mosto
seriam parametros ideais para fermentacdo, pode-se afirmar que houve presenca em excesso
deste elemento no mosto somente nos Gltimos dois meses de avaliag&o.

Os niveis necessarios de calcio para o desenvolvimento do fermento sdo muito baixos,

porém é necessario em fermentagdes por desempenhar um papel de protecéo celular ao estresse
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causado pela elevada concentracgdo de etanol (WALKER et al., 2000). No periodo avaliado, foi
registrado teores de ions Ca" no mosto entre 400-1200 ppm ao longo dos meses de safra,
mediante a isso, foram encontrados valores 10 vezes maiores do que o recomendado por Lima
(2019) que descreve que niveis de 120 ppm de calcio em mosto ja sao suficientes para conducao
de processos fermentativos. Esses resultados podem ser consultados através da Figura 17 (c), a
qual apresentou niveis de célcio de 200 e 600 ppm no fermento reciclado e no vinho,
respectivamente. Esses resultados podem ser atribuidos a conducéo do processo de tratamento
de caldo da Usina, na etapa da correcao do pH do caldo (calagem) onde é adicionado hidréxido
de célcio que eventualmente é dosado em excesso interferindo no pH do mosto e
consequentemente no processo de producdo de etanol, pois ions divalentes ligam-se na parede
celular das células de S. cerevisiae resultando em sua floculacéo.

Segundo Amorim e Ledo (2005) calcio, aluminio sdo elementos em que se pode inferir
menor importancia ao processo fermentativo, pois estes ions inibem a atividade da enzima
invertase caso tenham elevadas concentragcfes (causando toxicidade as células de S. cerevisiae)
resultando em perda substancial do rendimento do processo fermentativo. O célcio pode ser
encontrado no mosto com variagdes entre 150-2000 mg.L* e o aluminio com variacdes entre
5-240 mg.Lt. Além disso, segundo estes mesmos autores, quanto menor o teor de calcio no
mosto melhor a resposta da fermentacdo, pois este metal pode provocar aumento do indice de
floculacdo do fermento resultando em sérios problemas operacionais de maquinas e
equipamentos, como por exemplo, entupimento de bicos de centrifugas e trocadores de calor.

Na Figura 17 (d) é apresentado os niveis potassio no mosto (2000-5000 ppm). Nos meses
de abril e junho, houve maiores teores deste mineral no mosto, fato que pode ser explicado pela
proporcdo de melaco e caldo de cana, bem como fator matéria-prima. Em geral usinas de
acucar-alcool praticam a fertirrigacdo dos canaviais com uso da vinhaca, esse residuo €
reaproveitado devido sua riqueza em minerais como o potassio, calcio, magnésio, nitrogénio e
fosforo (FISHER, 2018). Portanto, infere-se uma correlagdo dessas quantidades excessivas de
potassio encontradas no mosto a area de colheita do canavial deste periodo, gerando melaco e
mosto mais concentrados com potassio. Os valores encontrados no mosto estdo muito acima
dos recomendados por Lima (2019), que sdo entre 700-800 ppm de potassio.

Sabe-se que 0 melaco é rico em potassio, e dificilmente trabalha-se sob os niveis ideais
no processo industrial, quando se utilizam mostos constituidos por caldo de cana e melago, ou
por melago e agua. No entanto, se os niveis desse elemento ultrapassar 2000 mg.L™, acarreta
estresse ao fermento culminado em desvio da rota metabolica principal, ou seja, aumentando a

formacéo de glicerol e consequentemente diminuindo a producéo de etanol. Se a usina processar
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apenas caldo de cana-de-agucar sem adi¢do do melago, o efeito pode ser contrério, e até mesmo,
apresentar deficiéncia de potéssio. Portanto, a necessidade de um controle minucioso de
potassio para ter uma maior estabilidade no rendimento do processo fermentativo industrial
(AMORIM; LEAO, 2005).

Todos os elementos avaliados apresentam diferencas substanciais de concentracdo ao
longo dos periodos mensais estudados. Os nutrientes com maiores niveis no mosto foram o
potassio (média de 3328,9 ppm), seguido pelo célcio (média de 742,0 ppm) e magnésio (média
de 318,6 ppm). Todavia, os nutrientes com 0s menores niveis foram o cobre (média de 1,2
ppm), o zinco (média de 1,9 ppm) e 0 manganés (2,5 ppm). A analise da composic¢do mineral
do mosto revelou que houve grande varia¢do para todos os minerais analisados (coeficiente de
variacdo (CV) cima de 10%), essa varia¢do quantitativa esta relacionada com a disponibilidade
nutricional oriunda do mosto de alimentacdo da fabrica que varia ao longo dos meses do
processo fermentativo.

Como no caso do mosto também foi constatado uma alta variabilidade dos dados de
nutrientes em estudo (coeficiente de variacdo cima de 10%) no fermento. O elemento quimico
com maior nivel no fermento foi o potassio (média de 1885,7 ppm), seguido pelo fésforo (média
de 350,9 ppm) e o célcio (média de 281,4 ppm). Quanto aos elementos que aparecem em
menores quantidades, destacam-se 0s micronutrientes: manganés, cobre e zinco. Os resultados
evidenciam que grande parte dos ions estdo sendo “purgados” para as colunas de destilagdo. O
potassio se destaca como elemento quimico de maior teor no vinho (média de 3410,6 ppm),
seguido pelo célcio (média 667,4 ppm) e magnésio (média de 340,2 ppm).

Guinard e Lewis (1993) propuseram que 0s ions de calcio atuam como cofatores na
capacidade de ligacdo de proteinas em células de S. cerevisiae desempenhando papel
importante na aglomeracao celular. O magnésio e o calcio sdo conhecidos como antagonistas
bioquimicos e competem por locais de ligacdo celular, podendo ser possivel controlar a
aglomeracéo alterando as razdes de concentracdo de Mg/Ca disponivel para as células de S.
cerevisiae. Ainda segundo estes mesmos autores, houve correlagcdo positiva significativa
(R?=0,957; p<0,05) entre os niveis de calcio em parede celular e valor de sedimentacdo em
amostras de células de S. cerevisiae comerciais.

Atualmente, o entendimento da composic¢do mineral do processo fermentativo industrial
é mensurado através de ions encontrados nos mostos e correlacionados com parametros da
literatura, porém, é de extrema importancia quantificar também, os minerais presentes no

fermento e no vinho centrifugado e dessa forma determinar através de um balango de massa a
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qguantidade minimamente esperada, o real encontrado e se existe necessidade de
complementacdo desses elementos para obtencao de bons resultados.

Os especialistas em fermentacdo ja constataram o grande impacto da qualidade da
matéria-prima na producéo de etanol e, nos Ultimos anos, a evolucéo nessa area foi significativa,
embora ainda ndo tenha atingido niveis adequados. As andlises de minerais e a nutricdo de
células de S. cerevisiae levou a inUmeras constatacGes que antes passavam desapercebidas nas
industrias. Atualmente, por exemplo, sabe-se que sem fdsforo, a fermentacdo etanolica nédo é
eficiente. A amonia, por exemplo, € necessaria para ativa-la; se faltar zinco, as células de S.
cerevisiae produzem aldeido acético; aluminio e célcio sdo elementos toxicos; a concentragao
de nitrogénio deve ser bem dosada, se h& pouco, o tempo do processo aumenta e o rendimento
cai; se for demasiada, as células de S. cerevisiae se multiplicardo demais, desviando agucares

para producdo de biomassa em detrimento a fabricacdo de etanol (AMORIM; LEAO, 2005).

5.2. Avaliacéo de indicadores de desempenho e suplementacdo mineral de processo
industrial de producéo de bioetanol
A Tabela 5 apresenta os parametros fermentativos da safra de 2021 de um processo

industrial de producéo de bioetanol.

Tabela 5. Pardmetros fermentativos do processo industrial de bioetanol

Producéo de Eficiencia da AT Levedo

Periodo Safra (2021) etanol total fermentaco (%) necessaria produzido

(mé.dia’®) Gao (0 (ton.h™d). (ton.h™)
Marco 355,27 87,31 29,74 0,89
Abril 472,30 88,35 39,07 1,17
Maio 566,05 88,75 46,61 1,40
Junho 604,98 90,45 48,88 1,47
Julho 694,57 91,25 55,62 1,67
Setembro 688,78 94,30 53,38 1,60

Y» = Fator de conversado de substrato (agUcar total, AT) em produto (etanol) = 0,4550 (ton.ton%, base seca).
N

Yx =Fator de convers&o de substrato (aglcar total, AT) em biomassa (fermento) = 0,030 (ton.ton™, base seca).
)

Massa especifica etanol = 0,79 (kg. L™).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5, pode-se dizer, que a producdo de
etanol e a eficiéncia da fermentacdo foram aumentando continuamente ao longo dos meses de
safra. Esse ganho de producdo de etanol esta correlacionado com a disponibilidade gradual de
AT do mosto, bem como, o aumento gradual da massa celular do fermento nas dornas de

fermentacdo ao longo do tempo. Considerando esses fatos, durante os 3 primeiros meses de
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safra, a eficiéncia da fermentacdo atingiu média de 88,11%, somente a partir do més de junho,
a eficiéncia da fermentac&o atingiu niveis satisfatorios conforme recomendado por Lopes et al.
(2016) (Tabela 1).

Outro aspecto que foi abordado para mitigar a diferenca desses indicadores de
desempenho durante a safra, foi a analise da composicdo mineral do processo fermentativo em
resposta a eficiéncia da fermentacdo. Para correlacionar esses dados, foi realizado uma
avaliacdo da necessidade de suplementacdo mineral no processo industrial de producdo de
bioetanol. Atraves dos resultados obtidos das analises de minerais e dos fluxos médios mensais,
foi possivel calcular a quantidade minimamente esperada (matriz iénica), fazer o balanco de
massa (saldo) e dimensionar a necessidade da suplementagdo dos macros e micronutrientes.

Estes fatores levaram a definicdo da “matriz i6nica” a qual foi determinante para
diagnosticar se ha necessidade de complementacdo e/ou suplementa¢do mineral no processo

industrial de producéo de etanol (Tabela 6).

Tabela 6. “Matriz idnica” para processo industrial de produ¢ao de etanol.

Base Porcentagem Minerais minimos (kg.h')
ibnica massica Marco  Abril Maio  Junho Julho Setembro
Nitrogénio 1,50 13,40 17,60 21,00 22,00 25,00 24,00
Fosforo 2,00 17,85 23,45 28,00 29,35 33,40 32,00
Magnésio 1,00 8,90 11,70 14,00 14,70 16,70 16,00
Manganés 0,50 4,50 5,90 8,00 7,30 8,35 8,00
Zinco 0,17 1,50 2,00 2,40 2,50 2,85 2,70
Cobre 0,05 0,50 0,60 0,70 0,70 0,80 0,80

De acordo com os dados apresentados na Tabela 6, para garantir que o fermento opere
com alta performance, os teores de nitrogénio nos fluxos massicos de entrada devem
permanecer entre 13,4-25,0 kg.h™? durante o periodo da safra (variando-se de acordo com a
guantidade do fermento produzido (% massa/massa). Os teores de fdsforo, magnésio,
manganés, zinco e cobre entre 17,8-33,4, 8,9-16,7, 4,5-8,3, 1,5-2,8 e 0,5-0,8 kg.h?,
respectivamente. Portanto, as respetivas faixas de fluxos massicos apresentadas pela “matriz
ibnica”, evidenciam quantidades minimamente esperadas para que o fermento tenha alto
desempenho metabdlico e fermentativo.

De posse dos dados oriundos do processo fermentativo (Tabela 7) e dos resultados dos
teores dos minerais (Figura 16), tornou-se possivel realizar o calculo de fluxo massico (Equacéo
6) das quantidades reais de cada componente idnico do processo fermentativo. Além disso, €

possivel verificar as quantidades necessarias desses componentes (Equacdo 7), ou seja, 0
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dimensionamento das principais deficiéncias e excessos desses minerais em relacdo ao

fermento (Figura 18).

Tabela 7. Fluxos em processo industrial de producéo de bioetanol

Periodo Safra Fluxo médio (m3.h'1)
(2021) Mosto Levedo Vinho
Marco 155,35 57,45 188,00
Abril 208,45 77,10 254,30
Maio 251,65 93,10 304,60
Junho 228,70 72,20 261,20
Julho 305,15 113,00 369,00
Setembro 301,00 105,00 323,60
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Figura 18. Balanco de massa dos macros e micronutrientes da fermentacdo alcoodlica (a)
nitrogénio, (b) fésforo, (c) magnésio, (d) manganés, (e) zinco, (f) cobre. Legendas: Minimo =
matriz idnica; Saldo = real encontrado no balango de minerais; Necessario = minimo - saldo.

O dimensionamento da nutri¢cdo celular evidencia um déficit em todos os macros e
micronutrientes monitorados no periodo de margo-junho, com ressalva do magnésio, que no
més de abril apresentou excesso (superavit) (Figura 18 c). Desta forma, neste periodo inicial da
safra, se faz necessario a suplementacdo do mosto com todos os ions (N, P, Mg, Mn, Zn e Cu)
para que se inicie a fermentagdo com quantidades minimas desses minerais, conforme base
ibnica necessaria. Portanto, nos meses de marco-junho o nitrogénio, fésforo e magnésio devem
ser suplementados nas seguintes quantidades: 5,3-13,7, 8,7-58,8 e 27,2-48,5 (kg.h),
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respectivamente. Durante este periodo, a composi¢do mineral do mosto pode ser correlacionada
com a qualidade da cana-de-agucar colhida, a qual € classificada como cana-precoce, ou seja, a
fisiologia vegetal da planta ndo atingiu um estagio de maturacdo adequado resultando em
menores teores de acucar (em seus colmos) e de minerais disponiveis no caldo extraido,
principalmente magnesio, o qual apresentou ser o elemento com maiores necessidades de
corregdo, seguido de fosforo e nitrogénio. Nos meses de julho-setembro ndo houve necessidade
de complementacdo com macronutrientes (N, P e Mg), os quais apresentaram teores elevados,
podendo também correlacionar este periodo com os estagios avancados de maturacdo da planta,
visto que h& maior disponibilidade de matérias-primas ricas em sacarose e altos teores de
macronutrientes. Nestes dois Ultimos meses, dentre os micronutrientes avaliados, 0 manganés
foi o mineral que apresentou maior necessidade de correcao para suprir as necessidades basicas
do fermento (Figura 18 d).

Menezes (2012) identificou a interferéncia de aspectos fisico-quimicos presentes no
caldo de cana-de-acucar que afetam a capacidade fermentativa do fermento. Neste estudo o
autor concluiu que o tipo de solo no qual a cana-de-acucar € cultivada, a qual esta relacionada
a variacdo composicao mineral do caldo, interfere substancialmente na qualidade do processo
fermentativo quando comparado a variedade genética da cana-de-agucar.

Em relacdo aos micronutrientes Mn, Zn e Cu, evidenciaram déficit durante todo periodo
analisado. O manganés, zinco e cobre devem ser suplementados entre 4,9-8,3, 1,5-4,3 e 1,0
(kg.hY), respectivamente. Portanto, com os parametros oriundos do processo industrial, a
“matriz ibnica” e o balanco de minerais (Figura 18) foi possivel dimensionar a necessidade de
suplementacdo de micros e macronutrientes durante todo o periodo de safra.

Infelizmente, os minerais sdo negligenciados como um fator determinante para o
desempenho do processo fermentativo. O fermento requer uma vasta gama de minerais para
seu desenvolvimento e fun¢Bes metabdlicas. A nutrigdo mineral do fermento é, portanto, muito
importante para garantir o sucesso da fermentacao, particularmente no processo de producéo
de bioetanol (WALKER, 2000).

Tomando como ponto central as concentragdes de minerais presentes no mosto e fermento
no més de junho/21 (Apéndice 1) foi possivel calcular a massa total (kg) de cada ion dentro de
uma dorna de fermentacdo de 370 m? de volume util, o que corresponde a 280 m3 de mosto +
90 m? de fermento. Mediante a isso, a quantidade dos minerais minimos (matriz iénica - jun/21)
foi ajustada para massa (kg) e multiplicado pelo tempo de fermentagéo, considerando 8 h de
alimentacdo dessa mesma dorna, desse modo, foi possivel conhecer a quantidade necesséria de

suplementacdo em kg de uma dorna. Levando em conta a massa total de minerais na dorna
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(mosto e fermento) e a quantidade necesséria para suplementacdo (matriz i6nica - jun/21), foi
possivel calcular a porcentagem de suplementacdo necessaria para as dornas de fermentacéo e

equipara-la com a porcentagem realizada nos ensaios de laboratorio (Figura 19).
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Figura 19. Suplementacéo realizada e necessaria de cada ion para fermentacao alcodlica

Os macronutrientes (N, P, Mg) ndo foram suplementados de acordo com a necessidade
devido as quantidades ja pré-determinadas de todos 0os macros e micronutrientes do produto
nutricional, ou seja, se fosse realizada a suplementacdo aumentando a dosagem do produto,
poderia ultrapassar o limite necessario de Mn e Cu, podendo acarretar excesso desses

micronutrientes e prejudicando o fermento.

5.3. Avaliacdo de fermentacdo etandlica em escala de laboratdério em resposta a
aplicacdo do produto nutricional (Nitrofés)

A partir dos ensaios de fermentacéo (20, 24 e 26° Brix de mosto) foram determinados 0s
principais metabdlitos da fermentacdo etandlica. As fermentac6es consideradas controle foram
utilizadas como referéncia para efeito comparativo em resposta as fermentagdes com
suplementacdo de nutrientes. E conveniente salientar, que para todos os ensaios fermentativos as
bateladas iniciaram com pequenas concentracfes de &cidos organicos, glicerol e etanol no tempo
zero, pois foi utilizado fermento industrial como indculo aos ensaios experimentais, o qual detém
guantia significativa desses metabolitos incorporados ao fermento (creme de levedura) que é
reciclado.

De acordo com a Figura 20, o perfil fermentativo dos AT (sacarose, glicose e frutose) e da
producéo de etanol foram muitos semelhantes em todos os ensaios fermentativos com mosto
industrial (20, 24 e 26° Brix), porém a concentragdes iniciais de agucar e finais de etanol foram
diferentes, isso é explicado, devido ao fato do mosto utilizado, possuir diferentes faixas de
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concentracdo de agucares totais. Na figura 20a € possivel observar a concentracdo de AT inicial
nas amostras suplementadas e controle apresentaram média de 135,5 g.L™ e a concentracio de AT
residual média de 4,5 g.L%, ap6s atingir 8 h de fermentac&o, ndo sendo detectado glicose e frutose
ao final da batelada (apenas sacarose), indicando que praticamente todo o acucar foi convertido
em etanol. A taxa de producéo de etanol foi maior nas primeiras 4 h da batelada e ap6s este tempo
a producédo se manteve estavel, fato que corrobora com a taxa de consumo dos agUcares que fora
maior nas primeiras 4 h de fermentacdo. Nas fermentacbes com 20° Brix controle, a média de
producdo de etanol foi de 73,2 g.L ™, enquanto nas fermentagGes suplementadas a concentragio
média de etanol atingiu niveis de 76,3 g.L? (ambas ao final da batelada, 8 h). Entretanto, ao
analisar o perfil fermentativo dos dois grupos, observa-se que ndo houve maior metabolizagéo dos
acucares pelo fermento submetido a adicdo de nutrientes, mas sim um discreto aumento da

producdo de etanol.
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Figura 20. Perfil do consumo de acgucares e producdo de etanol em fermentagdes com mosto
de (a) 20°Brix (b) 24°Brix e (c) 26°Brix

*As linhas de erros correspondem ao desvio padrdo amostral. Barra de erro sobreposta significa que o erro é
menor que o tamanho do simbolo. Os resultados representam a média de 3 réplicas bioldgicas para grupo controle
e nutricdo para (a;c) e 6 réplicas bioldgicas para grupos controle e nutricao (b).



70

A cinética da fermentagdo com mosto industrial com 24° Brix (Figura 20b) apresentou
desvio padrdo amostral maior no tempo de 4 h (ambos os grupos comparativos controle e nutrigdo)
qguando comparado aos ensaios fermentativos com 20 e 26 ° Brix (Figuras 20ac). O aumento do
desvio padrdo resultou devido ao ensaio experimental ter sido conduzido em dois periodos
distintos com diferentes amostras de fermento e mosto industrial. Desta forma, no primeiro
periodo, 0 consumo de aglcares manifestou um perfil semelhante ao ensaio com 20° Brix,
apresentando em média concentragdes de 6,2 g.L™ de AT ao atingir 4 h de fermentag&o. Porém, o
ensaio do segundo periodo apresentou menor velocidade fermentativa no tempo de 4 h,
permanecendo ainda 46,2 g.L™ de AT para serem consumidos. No entanto, a partir do tempo de 6
h, o perfil fermentativo recuperou a velocidade de fermentacio resultando em teores de 8,7 g.L™
de AT ao final da fermentacdo tornando-se muito semelhante ao ensaio do primeiro periodo
experimental que apresentou média de 6,7 g.L™.

No ensaio experimental com mosto contendo 24° Brix, a concentragéo de AT inicial nas
amostras suplementadas e controle apresentaram média de 165,5 g.L™ . Ao final da batelada
concentragBes de 8,7 g.L™ foram conferidas, contendo tracos de sacarose como aguicares residuais.
Desse modo, o perfil fermentativo de ambos 0s grupos, indica tendéncia crescente de producéo
de etanol durante as 6 h atingindo-se um patamar maximo de producdo de etanol apds este
tempo de fermentacdo. O ensaio controle resultou em uma concentracdo de etanol média de
86,7 g.L%, enquanto no ensaio suplementado com nutrientes o etanol atingiu concentracio de
88,7 g.L (ambos ao final da batelada).

No ensaio experimental com mosto contendo 26° Brix (Figura 20c) o consumo dos
acucares e a producao de etanol foram semelhantes ao longo do tempo entre os grupos (controle
e nutri¢do). O fermento quando submetido a fermentacdo de mosto com altas concentracdes de
acucares ndo sofreram impactos de pressao osmatica e/ou inibicao pelo produto (Figura 20c),
pois a cinética da fermentacgdo revelou rapida conversédo dos AT em etanol.

Cerqueira (2013) reportou ensaios fermentativos que corroboram com os resultados
obtidos no presente trabalho. Foram realizadas fermentacdes com mosto industrial com
elevadas concentracfes de acucar e suplementados com sulfato de aménio em 3 diferentes
faixas de solidos soltveis (25, 30 e 35 °Brix). Em seu estudo, o autor constatou que os valores
de etanol foram superiores nas fermentacdes suplementadas (30 e 35 °Brix) atingindo teores
acima de 16% (v/v) para a linhagem CAT1. Com 25 de Brix, somente o primeiro ciclo
fermentativo apresentou aumento em alcool. O autor relatou que ensaios fermentativos com
altas concentragdes de acucar (25° Brix, suplementado e controle) ndo apresentaram maior

producdo de etanol (batelada) ao longo de 6 ciclos fermentativos, exceto no primeiro o qual
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apresentou 11,1% (v/v) e 9,8% (v/v), respectivamente. Além disso, também foram mostradas
diferengas no consumo de nitrogénio dos respectivos ensaios; controle (média de 100 ppm) e
suplementado (média de 40 ppm).

A Tabela 8 apresenta os parametros fermentativos para 0s ensaios fermentativos
mostrados na Figura 20. As fermentagdes “controle” foram utilizadas como referéncia para
determinacdo da eficacia do produto nutricional. As comparagdes estatisticas foram
determinadas entre os grupos (controle e nutricdo) para cada ensaio fermentativo. Foi assumido
como hipotese nula a similaridade das médias e hipotese alternativa que as médias se diferem,

a um nivel de confianca de 95% (a = 0,05, Teste de Tukey).

Tabela 8. Parametros fermentativos oriundos de fermentacGes realizadas em escala de
laboratério com diferentes °Brix e adicdo de suplementacdo mineral.

E Ensalos_ Rendimento  Eficiéncia Produt|y|d_ade Prod. batelada
ermentativos  Grupos (9.9 (%) volumétrica (g.L9)
(°Brix) 9.9 0 (g.L1h) 9.
20 Controle* 0,46 +0,03* 90,80 +5,70° 9,40 + 0,502 73,20 + 4,202
Nutricio* 0,47 +0,02® 91,60+3,80* 9,50 + 0,30° 76,30 + 2,302
24 Controle” 0,45+0,02* 87,30+3,200 10,80+0,75% 86,70 + 6,00
Nutricio” 0,48+0,02° 9440+4,60° 11,10+0,40° 88,70+ 3,507
2% Controle* 0,43 +0,02° 8500+3,20° 12,80+0,308 102,70 + 2,10?
Nutricio* 0,47 +£0,01° 9200+250° 13,00+0,10*° 103,80 + 0,60°

*valores para n=3; # valores para n=6; * desvio padrdo amostral. Média com a mesma letra na coluna (controle
e nutricdo) indica que nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (0=0,05).

Em relacdo ao ensaio fermentativo com mosto 20° Brix (grupo controle e nutricdo), ndo
houve diferenca estatistica para os seguintes parametros fermentativos: rendimento, eficiéncia,
produtividade e producédo batelada. No entanto, para os ensaios contendo mosto com 24 e 26°
Brix foi verificada diferenga significativa do rendimento e da eficiéncia dos grupos controle e
nutricdo. Desta forma, foi verificado um aumento de 6,3 e 8,5% nos rendimentos das
fermentacdes contendo mosto com 24 e 26° Brix, respectivamente, para grupo com nutricdo em
relagdo respectivo controle.

Os valores medios de produtividade volumétrica apresentaram diferenca estatistica
apenas no ensaio fermentativo contendo mosto com 24° Brix, essa diferenca é observada entre
o grupo controle (10,80 g.L1.h?) e nutricdo (11,10 g.L™.h) evidenciando maior taxa de
producdo em etanol ao decorrer do ciclo fermentativo (2,7% de aumento no ensaio com adicéo
de nutriente). Nos demais ensaios, ndo foi verificada diferenca significativa para a
produtividade volumétrica. A producdo batelada de etanol (g.L™) ndo revelou diferenca

significativa entre os grupos controle e nutricdo em todos os ensaios de fermentacao.
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Os ensaios fermentativos contendo mosto com 24 e 26° Brix com suplementagéo mineral
apresentaram 9,6 e 7,0 pontos percentuais, respectivamente, na eficiéncia fermentativa quando
comparado ao respectivo grupo controle. Esses resultados corroboram com o trabalho de Souza
et al. (2014), o qual reportou diminuicdo de 10 pontos percentuais na eficiéncia de ensaio
fermentativo com mosto de cana-de-agtcar com deficiéncia mineral.

Os dados de rendimentos para 0s ensaios experimentais em estudo foram inferiores ao
maximo tedrico (0,511 g.g%) (Tabela 8) e semelhantes ao valor médio reportado por Lima et al.
(2001) (0,46 g.g™* correspondendo a 90% de eficiéncia), corroborando com o presente estudo.

Diversos fatores podem afetar o rendimento da fermentagéo. Esses fatores, séo de ordem
fisica (temperatura e pressdao osmotica), quimica (pH, oxigenacdo, nutrientes minerais e
organicos) e microbioldgica (espécie, linhagem e concentracdo do fermento, além do nivel da
contaminacdo bacteriana). Normalmente, a diminuicdo dos rendimentos fermentativos decorre
de uma alteracdo no metabolismo da levedura, levando a maior formacdo de produtos
secundarios (especialmente glicerol e acidos organicos) e de biomassa (AMORIM; LEAO,
2005).

Foi possivel verificar que todos os ensaios fermentativos em estudo mostraram a
formacdo dos seguintes subprodutos: glicerol e &cidos organicos (&cido latico, acido acético e
acido succinico). O glicerol e 0 &cido succinico sdao produzidos pelo préprio fermento, enquanto
os acidos latico e acético sdo produtos oriundos do metabolismo de bactérias. No presente
estudo, foi constatado em todos os ensaios fermentativos semelhanca no perfil da producédo de
glicerol e de acidos organicos em funcdo do tempo. As curvas corroboraram entre si, ou seja,
quanto maior a formacdo de &cidos organicos maior a formacao de glicerol. Os resultados dos
teores dos subprodutos utilizando mosto industrial com diferentes concentragdes de aglcares

sdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21. Perfil da producéo de glicerol e acidos organicos em fermentacdes com 20° Brix (a)
controle (b) nutricdo; 24° Brix (c) controle (d) nutricdo; 26° Brix (e) controle (f) nutri¢do.
*As barras de erros correspondem ao desvio padrdo amostral. Barra de erro sobreposta significa que o erro é
menor que o tamanho do simbolo.

No ensaio fermentativo contendo mosto com 20° Brix, foi verificado aumento de 90%
da producéo de glicerol apés 4 h de fermentacdo (aproximadamente 1,0 g.L no inicio e 5,4
g.L " apds 4 h da fermentacdo) para ambos os grupos, controle e nutrido. O presente nivel de
glicerol (5-6 g.L ) corrobora com resultados de fermentages com mosto e fermento industriais,
0 aumento do teor de glicerol ocorreu durante as primeiras 4 h de fermentacdo, todavia, apos
esse tempo o glicerol atingiu um patamar da ordem de 5,5-6,0 g.L ™ (Figura 21ab).

O é&cido succinico, assim como o glicerol, € um subproduto do metabolismo do fermento
que funciona como um antibiotico natural contra presenca de agentes competidores, como por
exemplo as bactérias laticas e acéticas (LOPES et al., 2016). Este &cido organico apresentou a
maior quantidade (dentre os &cidos analisados), aproximadamente 1,0 g.L™' ao final da
fermentacdo. Estes resultados, estdo de acordo com o trabalho de Basso et al. (2011) o qual
mencionaram, que o acido succinico produzido pelo fermento esta relacionado com a producéo
de glicerol, portanto, o aumento de acido succinico € acompanhado pelo aumento de glicerol.

O é&cido latico mostrou um perfil fermentativo similar ao acido succinico (para ambos 0s
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ensaios, controle e nutrido), entretanto, os teores de &cido latico foram um pouco menores
quando comparado ao acido succinico. O &cido acético apresentou 0 menor teor entre 0s acidos
analisados, para ambos 0s ensaios, controle e nutrido, atingindo-se o patamar de 0,3-0,4 g.L™.
Todavia, foi conferido um aumento do acido acético ao longo da fermentacdo. O aumento de
acido latico e acético indicam que a fermento (o qual é utilizado) estd contaminado com
bactérias, 0 que é comum nos processos industriais (SA, 2012).

No caso do ensaio fermentativo contendo mosto industrial com 24° Brix, o perfil da
formacdo de subprodutos apresentou semelhanca com o ensaio anterior de 20° Brix, ou seja,
aumento ao longo do tempo de fermentacdo. No entanto, foi constatado um ligeiro aumento do
teor de glicerol atingindo-se um patamar de 6,2 g.L* ao final da fermentacdo (Figura 21c). Pode-
se atribuir esse aumento ao maior °Brix inicial, ou seja, maior concentracdo de aguicares no mosto.
O glicerol, apresentou perfil exponencial de crescimento, nas primeiras 4 h de fermentacéo, houve
um aumento de 95 % de seu teor (considerando o valor de 0,65 g.L™ no ponto inicial da
fermentac&o e 6,30 ..t em 4 h. O perfil de formagéo do glicerol entre os grupos controle e nutrido
foram semelhantes (Figura 21cd). O acido succinico, apresentou maior nivel dentre os acidos
presentes, atingindo um patamar de 1,0 g.L™, seguido pelo &cido latico e acético. O perfil de
subprodutos oriundos dos ensaios fermentativos contendo mosto industrial com 26° Brix,
apresentaram tendéncia de crescimento ao longo do tempo de fermentacdo (Figura 21ef). O
glicerol, apresentou perfil exponencial de crescimento, houve um aumento de 92 % de seu teor
(considerando o valor de 0,6 g.L™ no ponto inicial da fermentacéo e 6,50 g.L™ em 4 h). Ap6s 4 h
de fermentacdo, a formac&o do glicerol entrou em fase estacionaria, atingindo um patamar maximo
de 7,0 g.LX. Em comparag&o com os ensaios anteriores, houve maior producéo de glicerol devido
ao maior °Brix do mosto. N&o houve diferenca no perfil de formacao do glicerol entre os grupos,
controle e nutrido. O perfil dos teores de acido succinico, acido latico e acético ao longo da
fermentacdo contendo mosto com 26° Brix foram semelhantes a com 24°Brix (Figura 21cd).

A Tabela 9, apresenta os teores medios dos acidos organicos e glicerol nos ensaios
fermentativos com diferentes °Brix. As comparacdes estatisticas foram determinadas entre 0s
grupos controle e nutrido para cada ensaio fermentativo com 95% de nivel de confianga (o =
0,05). Os teores de glicerol, &cido succinico, acido latico e acido acético nos diferentes ensaios
fermentativos variaram entre 4,4-7,0; 0,9-1,0; 0,7-1,0; 0,3-0,6 g.L* respectivamente, valores
semelhantes aos reportados em processos industriais de producio de bioetanol (SA, 2012).
Esses teores de subprodutos corroboram com o estudo realizado por Basso et al. (1996) que

afirmam que em fermentacdes entre 85-92% de eficiéncia sdo encontradas proporg¢des de 3,0-
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6,0 g de glicerol; 0,3-1,2 g de &cido succinico; 0,1-0,7 g de 4cido acético a cada 100 g de glicose

metabolizada.

Tabela 9. Teores de glicerol e acidos organicos oriundos de fermentac6es realizadas em escala
de laboratdrio com diferentes °Brix e adi¢éo de suplementacdo mineral

Ensaios Glicerol  Acido Latico Acido Acido
Fermentativos  Grupos * (g.LY) (g.L) Acético Succinico
(CBrix) ' ' (@.Lh) gL
20 Controle 580+0,33% 0,70+0,01* 0,44+0,02® 0,90 +0,06
Nutricéo 530+0,22* 0,73+0,02* 0,33+0,00" 0,95+0,04
24 Controle 6,63+051* 0,87+0,02*° 0,460,000 1,00+0,01°
Nutricgo 6,63+0,38° 0,89+0,02° 043+0,04° 1,00+0,03
26 Controle 6,86 £0,97% 1,00+0,10° 0,50+0,01* 0,90 +0,20°%
Nutricdo 7,00+0,68" 1,00+0,01* 0,62+0,05* 1,00+0,10°

*valores para n=3. Média com a mesma letra na coluna indica que nédo diferem entre si pelo teste de Tukey
(0=0,05).

No entanto, ndo se constatou diferencas significativas da producéo de acidos organicos
entre 0s grupos comparativos (controle e nutricdo), com exce¢do do &cido acético contendo
mosto com 20° Brix. Desta forma, os resultados confirmam que o desvio do metabolismo da
conversdo de agucares a acidos organicos nao interfiram na avaliacdo da adicdo dos macros e
micronutrientes nos ensaios fermentativos do presente estudo, pois foram muitos semelhantes.
A producéo de acidos organicos seria considerada um interferente, caso houvesse discrepancia
nas concentracdes entre os grupos analisados, sinalizando uma possivel causa para menores
rendimentos fermentativos.

A Figura 22 apresenta 0 comportamento do crescimento celular do fermento industrial (S.
cerevisae) submetida aos ensaios fermentativos com 3 diferentes °Brix de mosto. Todos 0s
ensaios fermentativos (controle, Figura 22a) resultaram em uma densidade Otica do fermento
entre 15-20 g.L! ao longo do tempo de fermentacéo (8 h). Desta forma, a concentracéo celular
se manteve estavel ao longo das fermentacGes. Desse modo, em concordancia com Amorim et
al. (2011) e preciso controlar a populacdo de leveduras, porque células em multiplicacdo
excessiva acabam por desviar agucar para a formagdo de biomassa e ndo para a producédo de
alcool como desejavel. Considerando os desvios padrdes ndo é possivel afirmar que houve

diferencas nos valores de densidade otica do fermento entre os ensaios com diferentes °Brix.
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Figura 22. Perfil do teor do fermento com diferentes condicdes de ° Brix do mosto (a) controle
(b) nutrido.

Os ensaios fermentativos com adi¢do de meio nutricional (Figura 22b) resultaram em uma
densidade dtica do fermento entre 15-25 g.L ! ao longo do tempo de fermentacdo (8 h).
Entretanto, todos os ensaios fermentativos ndo culminaram em crescimento celular mantendo-
se estavel no patamar de 15 g.L.

Durante a fermentacdo o fermento acidifica 0 meio através da expulsdo de H* pela
proteina de membrana (H"™-ATPase) que é majoritariamente codificada pelo gene Pmal
(SINGLER et al., 1983). O perfil de pH em funcdo do tempo de fermentacéo foi determinado
em todos o0s ensaios fermentativos. Em todas as fermentacdes houve diminuicdo do pH (Figura
23ab). Porém, essa diminuicao foi mais intensa nos ensaios fermentativos contendo mosto com
26° Brix, corroborando com o maior nivel de agUcares no mosto. Também ndo foram
observadas diferencas nos valores de pH nos ensaios fermentativos controle e nutrido. Segundo
Schmidell et al. (2007), com o aumento da concentracdo de CO2, bem como a producdo de
acidos organicos, na fase anaerdbica do metabolismo do fermento, ha a diminuicéo do pH no
processo de producdo de bioetanol. Segundo Costa (2006) esses resultados sédo considerados
coerentes com perfil de pH de processo industrial, que estd na faixa de 4 a 5 e os resultados

obtidos sdo considerados parametros ideias para 0 metabolismo do fermento.
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Figura 23. Perfil de pH em fermentacéao alcodlica com diferentes condi¢fes de °Brix do mosto
(a) controle (b) nutrigéo.

*As barras de erros correspondem ao desvio padréo amostral. Barra de erro sobreposta significa que o erro é
menor que o tamanho do simbolo.

A avaliacdo da viabilidade e vitalidade celular do fermento foi realizada apenas para o
ensaio contendo mosto com 24° Brix, essa escolha foi atribuida devido aos valores superiores
de rendimento apresentados com a adi¢do de nutrientes nesta condi¢do de mosto. Essa técnica
esta correlacionada com o estado metabdlico do fermento vidvel, podendo variar de muito ativa
para sem nenhuma atividade fisiolégica. O método foi realizado no inicio (0 h) e final da
fermentacdo (8 h). A mensuracéo da vitalidade celular foi realizada por dois métodos diferentes:
resazurina e Multikit Vital-Yan (por meio de contagem de unidade formadora de colénia, UFC).

Os dados obtidos pelo método de resazurina evidenciaram alteracfes metabdlicas no

fermento submetido a adigo de nutrientes (Figuras 24b).

Figura 24. Andlise de vitalidade celular pelo método resazurina (a) inicio de fermentacao (0 h)

(b) final de fermentagéo (8 h). (C = fermentagdes controle; N = fermentacGes com nutrientes; CR = controle de
reagente).
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O resultado do ensaio de resazurina ao final da fermentacdo (8 h) do ensaio fermentativo
com adicdo de nutrientes foi moderado (50-70%), enquanto para 0s outros ensaios (controle,
tempos 0 h e 8 h e com adigdo de nutrientes, tempo 0 h) foi considerado baixo (< 50%) (Figura
13). No inicio da fermentacdo (0 h) ndo foi constatado alteracdo colorimétrica da reducéo da
resazurina para ambos 0s grupos controle e com adigdo de nutrientes, o que sugere baixa
atividade metabolica do fermento no inicio dos ensaios fermentativos. Os resultados dos ensaios
fermentativos controle e com adicdo de nutrientes pelo método da resazurina corroboram com
os resultados pelo método de plagueamento, ambos indicando acréscimo da vitalidade celular
do fermento submetido a dosagens de nutrientes quando comparado com o controle sem adi¢édo
de nutrientes (Tabela 10).

Tabela 10. Avaliacdo da viabilidade e vitalidade celular do fermento e nivel de contaminacéo
bacteriana.

Contaminacéo

Mosto 24° brix Viabilidade (%) Vitalidade (%) bacteriana
(céls.mL1)
Controle (0h) * 76,70 + 0,442 56,60 + 9,002 10° baixa
Controle (8h) * 76,15 + 6,982 55,30 £ 20,702 10 baixa
Nutriente (8h) * 79,30 + 4,462 76,60 + 11,952 10° baixa

*valores para n=3. Média com a mesma letra na coluna indica que ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(a=0,05).

As anadlises de viabilidade e vitalidade sdo essenciais para garantir um processo
fermentativo adequado. No inicio do ensaio fermentativo (controle 0 h) a vitalidade apresentou
nivel de 56,6%, parametro considerado abaixo do normal devido as células do fermento ainda
ndo terem contato com o substrato fermentativo. Porém, ao avaliar os resultados obtidos no
tempo de 8 h de fermentacéo, a vitalidade celular do ensaio controle, permaneceu com atividade
metabolica de 55,3%, ou seja, no mesmo patamar do inicio da fermentacdo. Em contrapartida,
a fermentacdo contendo adicdo de nutrientes, apresentaram perfil metabdlico considerado
moderado, com valores 76,6% ao final do ensaio fermentativo. No entanto, os resultados de
vitalidade celular do fermento néo apresentaram diferencas significativas ao realizar o teste de
Tukey, devido ao elevado desvio amostral.

Os niveis da viabilidade celular e da contaminagdo bacteriana finalizaram com 0os mesmos
valores do inicio dos ensaios fermentativos, 0 que sugere que a dosagem do nutriente ajuda a
manter o numero de células viaveis ao longo do processo fermentativo (Tabela 10). Este
trabalhou demonstrou que o ensaio de resazurina possui um grande potencial para ser aplicado

na avaliacdo da vitalidade celular do fermento em processos industriais de bioetanol. Neste
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estudo, o ensaio foi desenvolvido e padronizado com sucesso, mostrando-se sensivel tanto
quanto ao método de resazurina e de plaqueamento. Contudo para sinalizar possiveis melhorias
deste ensaio, € interessante ser replicado em fermentagdes com diversos tipos de estresse, como
elevada contaminacdo bacteriana, floculacdo e temperatura nas dornas fermentativas. Os
resultados apresentados neste trabalho buscaram avaliar o efeito da adi¢cdo de nutrientes
inorgénicos sobre fermentacdes com diferentes concentragdes de agucares, bem como, verificar

as condicdes metabdlicas do fermento por meio de ensaios de vitalidade celular.

5.4. Avaliacao de custo-beneficio

Os dados apresentados na (Tabela 11) s&o estimativas que foram calculadas com base nos
resultados de producéo batelada de etanol (g.L ™) oriundas dos experimentos fermentativos em
laboratério com mosto de 24° Brix (vide Tabela 8). Como demonstrado nos ensaios, a adi¢éo
do produto nutricional (®Nitrofés) foi fator determinante para melhor desempenho fermentativo
e consequentemente maior producao de etanol batelada. Deste modo, 0 grupo nutrido computou
ganhos de 266 m3 de etanol/més a mais que o grupo controle, resultando em valor mensal de
aproximadamente R$ 749.252,00. De acordo com o valor estimado e descontando o custo

mensal do produto, o ganho mensal apresentado é de aproximadamente R$ 586.879,20 por més.

Tabela 11. Estimativa de custos e ganhos de etanol utilizando produto nutricional (®Nitrofés).

Mosto 24° Prod. etanol Valor etanol Custo produto  Ganho mensal
Brix mensal (m3) mensal (R$) mensal (R$) (R$)
Controle 11.548,80 32.394.384,00 - -
Nutrido 11.815,20 33.141.636,00 160.372,80 586.879,20

Entretanto, os calculos apresentados na Tabela 11 consideraram uma producéo de etanol
estavel, desprezando fatores instaveis do processo de produgéo de etanol, como por exemplo:
concentracdo de acuUcares, vazdo de alimentacdo, tipo de substrato a ser fermentado,
contaminagdo etc. Como quaisquer analises de custo-beneficio de uma aplicacdo, é possivel
calcular um valor mensal em ganhos e consumo de produtos, porém, € importante destacar que
um processo de producdo tem indmeras variaveis que podem influenciar no desempenho do
produto, conforme foi descrito neste estudo. Portanto, vale ressalvar que o produto apresentou
potencial para melhorar o processo fermentativo, aumentando a produgéo de etanol e estimando

vantagens de valor agregado.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos pode-se concluir:
o A reposta dos teores de minerais e metais toxicos apresenta-se como uma ferramenta
capaz de auxiliar na tomada de decisdes no processo fermentativo de bioetanol industrial;
o Foi evidenciado déficits de macronutrientes nos 4 primeiros meses de safra e
micronutrientes durante todo o periodo de safra da fermentacgéo industrial avaliada no presente
estudo;
o O balanco de minerais identificou a necessidade de suplementacdo do mosto na
fermentacao industrial em estudo;
o Os ensaios fermentativos contendo mosto com 24 e 26 °Brix suplementados com
nutrientes, apresentaram maiores desempenhos fermentativos;
o A produgdo de acidos organicos ndo foi interferente nos ensaios fermentativos
suplementados com nutrientes;
o A vitalidade celular do fermento suplementado com nutrientes apresentou-se ligeiramente
maior ao término da fermentacéo;
o Ha potencial de uso do produto nutricional (®Nitrofds) em processo de producio de
bioetanol;
o Recomenda-se aplicar o produto nutricional (®Nitrofds) em planta piloto e/ou industrial

para realizar nova estimativa de custos;
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APENDICES

Apéndice I. Laudo de anélise de minerais da empresa Solenis (Paulinia Technical Center).

¢z SoLeNIS. e A

Strong bonds. Trusted solutions.

e NOME DE PROJETO: P-20211021.010

DATA DE REVISAO: 26-0¢t-2021
REMETENTE: Davi Gorla Montiel
ID. REMETENTE: A741165
NUMERO LWR: PTC21-1081
PROGRAMA RD: 351308

1D. SISTEMA: GENERAL PROCESS
NUMERO DA AMOSTRA: 833398 8833%0 833400 853401
DATADAAMOSTRA: | 01-0ct-2021 | 01.0ct-2021 | 01-0ct-2021 | 01.0¢t-2021
NOME DA AMOSTRA: Mosto Fermento Virho Agaa dkicdo
AMOSTRAPT
ELEMENTO UNIDADES
Alcafinidade Hidroxida (as CaCO3) ppm <3
idade Total pom 330
Aluminio pom 146 120 120 <01
Cadmio Total ppm <0.1 <01 <0.1
Calcio Total ppm 7891 2493 706.3
Chumbo Total ppm <0.1 <0.1 <0.1
Cobre Total ppm 04 05 04
Dureza de Caicio (as CaCO3) ppm 100
Dureza Total (as CaCO3) ppm 17.0
FAN ppm 966 1022 574
Ferro Total ppm 10.3 63 75 <0.1
Fostato, Total ppm <10
Fésforo ppm 1536 $93.7 1515
Magnésio Total ppm 3720 1959 3396
ganés Total ppm 30 18 27
Niquel Total ppm <0.1 <0.1 <0.1
pH 528
Potassio Total ppm 30752 20202 28220
Silica Total (as S102) ppm 179.1 947 1508 243
Sédio Total ppm 925 1499 105.1
Sutfto (as SO3) ppm 260
Zinco Total ppm 14 54 13
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Apéndice 1. Célculo de massa dos minerais presentes no mosto, fermento e nutrientes para

suplementacéo de fermentacdo em laboratorio.

o Concentracéo de minerais presentes no mosto/fermento (mg.L™)

Jun/21 N P Mg Mn Zn Cu
Minerais Mosto 69,2 133,0 169,7 1,0 0,6 0,2
Minerais Fermento 97,6 455,2 171.8 1,8 42 0,7

o Conversdo dos minerais presentes no mosto/fermento para (g.L™1):
N mosto = 69,2 — N mosto = 0,0692 g.L*

1000
o Concentracdo de minerais presentes no mosto e fermento (g.L ™)
Minerais (g.L™?) N P Mg Mn Zn Cu
Mosto 0,0692  0,1330 0,1697 0,0010 0,0006  0,0002
Fermento 0,0976  0,4552 0,1718 0,0018 0,0042  0,0007

o Célculo da massa dos minerais presentes no mosto/fermento
Considerando volume de mosto de 140 mL e volume de fermento de 60 mL utilizado nas

fermentacdes em laboratdrio, tem-se:

0,0692 g.L de N mosto >< 1000 mL de mosto
y 140 mL de mosto

y = 0,0097 g de Nitrogénio no mosto

Aplicando esse célculo para todos os minerais presentes no mosto e fermento, tem-se a

concentracdo massica (g) dos principais ions:

Minerais (g) N P Mg Mn Zn Cu
Mosto 0,0097 0,0186 0,0238 0,0001 0,0001 0,000028
Fermento 0,0059  0,0273 0,0103 0,0001 0,0003  0,000042

Total 0,0156  0,0459 0,0341 0,0002 0,0003  0,000070
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o Calculo de massa dos minerais presentes nos nutrientes (Nitrofés Macro e Nitrofos
Micro)
Suplementando a fermentacdo com 0,025 g de Nitrofés Macro e 0,023 g de Nitrofos

Micro, obtém-se uma quantidade total de cada ion presente nos nutrientes:
Quantidade de Nitrogénio no nutriente (Nitrofés Macro) (Tabela 4).

221,13 gde N >< 1000 g de nutriente Nitrofés Macro
X 0,025 g de nutriente Nitrofés Macro
x =0,0055gde N

Aplicando esse calculo para todos 0s minerais presentes em cada um dos nutrientes, tem-

se a concentracdo massica (g) suplementada:

Minerais (g) N P Mg Mn Zn Cu
Nitrofés Macro 0,0055 0,0071 0,0003 0,0004 0,0001
Nitrofos Micro 0,0002 0,0004 0,0002 0,0006
Total 0,0055 0,0071 0,0005 0,0008 0,0003 0,0006

o Suplementacéo
Somando as concentracGes massicas totais (mosto, fermento e nutrientes), obtém-se a
quantidade total de minerais em fermentacéo:

Minerais N P Mg Mn Zn Cu
Mosto/fermento (g) 0,0156 0,0459  0,0341  0,0002 0,0003  0,0001
Nutrientes (Q) 0,0055 0,0071  0,0005  0,0008 0,0003  0,0006
Total Minerais(g)  0,0211  0,0530 0,0345 0,0010 0,0006  0,0007

o Calculo em % de suplementacéo de nutrientes adicionados:
N (%) =0,0055 x100 — N =26,23%

0,0211
N (%) = 26,23 Mn (%) = 74,70
P (%) = 13,32 Zn (%) = 47,90

Mg (%) = 1,33 Cu (%) = 89,15
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Apéndice I11. Curvas analiticas para determinacdo dos teores de sacarose, glicose, frutose,
glicerol e etanol em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando
coluna Shodex KS-802 da marca Waters.

Sacarose Glicose Frutose
200000,0
200000,0 y= 1;?49(%;}71;81,5 200000,0 y= 123253);530,83 y = 138569x + 221,83
=5 =0, R2=0,9971
150000,0 150000,0 150000,0
g 8 & 1000000
2 100000,0 ©100000,0 & i
< <
50000,0 50000,0 50000,0
0.0 0,0 & 0,0
0,000 0,500 1,000 0,000 0,500 1,000 0,000 0,500 1,000 1,500
Concentragao [g/L] Concentragéo [g/L] Concentragao [g/L]
Etanol Glicerol
140000,0 y = 60246x - 2806,6 140000,0 y = 114392x - 614,3
120000,0 R*=0,9859 ° 120000,0 R?=0,9975
100000,0 100000,0
© 800000 S 80000,0
<€ 60000,0 < 60000,0
40000,0 2 40000,0
20000,0 20000,0
00 @ 0,0
0,000 1,000 2,000 0,000 0,500 1,000
Concentragéo [g/L] Concentragao [g/L]

Apéndice V. Curvas analiticas para determinacao dos teores de &cido latico, acido acético, acido
succinico em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando coluna HPX -
87 H da marca Aminex.

Acido succinico Acido Latico Acido Acético
y = 196813x - 4578 8 y =168852x - 4219,9 y =116438x - 1989,9
250000 R? =0,9944 2=0,0946 22,9934
200000 140000

200000 ’ o0 ' 26000 ;
g 150000 " - P 100000 -
& 5 & 2 100000 $ 80000 e
< 100000 i & i £ 60000 .

50000 o 50000 gt 40000 S
e . 20008 L
0 05 1 0 05 1 0 05 1

Concentragdo (g/L) Concentragao (g/L) Concentragéo (g/L)
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Apéndice V. Curva analitica de calibragdo da concentragdo celular (g.L™) de Saccharomyces
cerevisae versus espalhamento de luz a 600 nm (SILVA, 2020).
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