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RESUMO

Com o aumento populacional mundial acompanhado pela demanda crescente de
energia de distintas fontes, pesquisadores em todo mundo buscam solugdes para uma
maior diversificacdo de suas matrizes energéticas. O etanol proveniente da cana-de-
acucar € um exemplo de combustivel que apresenta menor impacto ambiental quando
comparado aos combustiveis de origem fossil. A obtencdo deste combustivel € pos-
sivel gracas a rota fermentativa de aglcares que estao presentes no caldo da cana,
sendo a Saccharomyces cerevisiae, a levedura mais utilizada nesse processo. Com o
intuito de verificar a influéncia da utilizacao da levedura de diferentes marcas na pro-
ducéo de etanol, foram utilizadas duas variedades da Saccharomyces cerevisiae, que
foram Dona Benta (DB) e a Safale US-05 (SU), com concentracées de 10 e 20 gL™*.
O mosto apresentou valores iniciais de teor de sélidos soluveis de 26,3 °Brix e pH
igual a 5. Foram realizadas as analises de graduac&o alcoodlica que apresentaram
concentragdes alcoolicas de 80,85 gLt paraa DB (10 gL?) e 79,22 gL para DB (20
g-L1). Para a SU, cujas concentracdes foram de 10 gLt e 20 gL, ambas sem controle
da temperatura indicado pelo fabricante, as graduacdes alcodlicas encontradas foram
de 57,73 gL'e 71,05 g-.L . Para a levedura SU, com controle da temperatura indicada
pelo fabricante e concentracdes de 10 gLt e 20 gL, as graduacgées alcodlicas en-
contradas foram de 64,05 gL' e 63,59 gL, respectivamente. Apés o calculo dos
graus alcodlicos foi possivel estimar as eficiéncias para cada reacao. Para a levedura
SU, sem o controle de temperatura e concentracdes de 10 gLt e 20 gL}, a eficiéncia
foi de 58,46 % e 65,17 %, respectivamente. Para a levedura SU, com o controle da
temperatura e concentracdes de 10 gL' e 20 gL, a eficiéncia foi de 64,86 % e 58,75
%, respectivamente. Para a levedura DB, com concentracées de 10 gLte 20 gL?, a
eficiéncia foi de 90,57 % e 80,22 %. Por fim, foram realizadas as andlises de espec-
troscopia no infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H) para aferir a producgéo de etanol, comparando os sinais obtidos com aqueles en-
contrados na literatura. Os resultados comprovaram a obtencdo de etanol apos as

reacoes.

Palavras-chave: Etanol, cana-de-acUcar, biomassa, leveduras, Saccharomyces ce-
revisiae.
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ABSTRACT

With the increasing population, the growing energy from sources of resources, the
world wide seeks solutions for further diversification of its energy matrix. Ethanol from
sugarcane is a packaging model that has the lowest environmental impact when com-
pared to fossil fuels. Sugar cane is produced as a fermented sugar, being a Saccha-
romyces cerevisiae, a yeast most used in this process. In order to verify the use of
yeast from different brands in the production of ethanol, two varieties of Saccharomy-
ces cerevisiae, one Dona Benta and Safale US-05 with 10 and 20 g-L-* were used. The
cane broth has a soluble solids level of 26.3 ° Brix and the pH is equal to 5. The anal-
ysis of the alcoholic strength was performed, which presented alcoholic 80.85 g-L* for
DB in (10 g.L1), 79.22 g.L* for DB in (20 g-L ). For the SU, whose concentrations were
10 g.L't and 20 g.L%, both without temperature control indicated by the manufacturer,
the alcoholic strengths found were 57.73 gL't and 71.05 g.L1. For SU yeast, with tem-
perature control indicated by the manufacturer and concentrations of 10 g-L'! and 20
g-L%, the alcoholic concentrations found were 64.05 g-L™* and 63.59 gL, respectively.
After the calculation of the alcoholic degrees, it was possible to estimate the efficien-
cies for each reaction. For yeast SU, without the control of temperature and concen-
trations of 10 g.L'* and 20 g.L?, the efficiency was 58.46% and 65.17%, respectively.
For SU yeast, with temperature control and concentrations of 10 g-L*and 20 g-L%, the
efficiency was 64.86% and 58.75%, respectively. For yeast DB, with concentrations of
10 gLt and 20 gL?, the efficiency was 90.57% and 80.22%. Finally, the analyzes of
infrared (IR) spectroscopy and hydrogen nuclear magnetic resonance (*H NMR) were
carried out to measure the ethanol production, comparing the signals obtained with
those found in the literature. The results showed the ethanol obtained after the reac-

tions.

Keywords: Ethanol, sugarcane, biomass, yeast, Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUCAO

O etanol de cana-de-agucar surgiu como uma fonte energética no Brasil, impul-
sionado pelo Proalcool, com os altos e baixos dos anos 70, o resultado foi satisfatorio
e com sucesso tecnoldgico para o pais. Atualmente, as usinas/destilarias possuem o
maior sistema de energia comercial de biomassa do mundo, sendo por meio da pro-
ducéo de etanol e pela cogeragcao de energia a partir do bagaco da cana (SCHULZ,
2010). O etanol € uma fonte de energia com menor grau de impacto sobre o efeito
estufa, pelo fato que de o COz liberado em sua queima é reabsorvido pela fotossintese
durante o crescimento das plantas (GOLDEMBERG, et. al, 2008).

A estimativa é que ocorra grande oferta de biocombustiveis por meio dos gran-
des produtores, devendo subir 30 % quando analisado o espaco de tempo entre 2013
e 2022. Argentina e Brasil devem seguir as previsdes, devido serem 0s maiores ex-
portadores de biocombustiveis. A Argentina exportando biodiesel e o Brasil bioetanol.
O ritmo de maior consumidora e importadora de biocombustiveis deve continuar com
a Unido Europeia. Em 2013 foi estimado que com o aumento da demanda por etanol
em territorio nacional seria necessario implantar até o ano de 2020, 120 novas usinas
(UDOP, 2013; NOVACANA, 2013).

Os avancos tecnoldgicos surgiram em centros de pesquisas em diferentes na-
cOes para que o processo de obtencao de etanol tivesse melhorias continuas e os
custos de producao se tornassem mais rentaveis para a industria e viavel para o con-
sumidor. Um exemplo de diminui¢cdo no custo de producao esta na colheita mecani-
zada quando comparada a colheita manual, tendo uma diminuicdo de aproximada-
mente 20% quando comparado os dois processos (BALSALOBRE, et al., 1999).

Com o avanco tecnoldgico e a busca por uma maior eficiéncia, as leveduras
tém sido selecionadas de acordo com o processo e produto desejavel. A produtivi-
dade, eficiéncia da fermentacao, tolerancia ao etanol, a temperatura e resisténcia a
altas concentracdes de agucares séo alguns dos principais fatores na escolha de uma
levedura (HAMMOND, 1995; GUTIERREZ, ANNICCHINO, LUCATTI, 1990). Por esse
motivo, no processo de fermentacdo alcodlica, a levedura Saccharomyces cerevisiae
€ 0 microorganismo largamente utilizado.

Desta forma, o objetivo desse trabalho é avaliar a influéncia da utilizagdo da

levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae, as que tém finalidades distintas



guando aplicadas aos seus usos convencionais (panificacdo e producdo de cerveja)

para obtencéo de etanol.

1.1. JUSTIFICATIVA

Na matriz energética brasileira, a cana-de-acucar tem grande participacao,
tanto na producao de etanol como na cogeracao de energia do bagaco desta, ficando
atras apenas do petréleo e seus derivados. Nos anos de 2015 e 2016 teve capacidade
de geracdo de energia superior as hidrelétricas (MME, 2016).

A demanda por etanol tem uma tendéncia crescente ao analisar seu consumo,
havendo correlagdo com o acréscimo de veiculos a combustéo vendidos nos ultimos
anos no Brasil e no mundo. O veiculo ndo sendo flex e 0 consumidor optando em
consumir gasolina, o etanol anidro € adicionado em até 27% a gasolina no Brasil,
como previsto em sua legislacdo. Parcerias entre érgdos governamentais e o setor
privado tendem a melhorar a producédo de etanol, havendo grandes esfor¢cos para
aprimorar as principais propriedades da levedura Saccharomyces cerevisiae, contri-
buindo, assim para que a fermentacao seja otimizada.

O presente trabalho empregara a levedura Saccharomyces cerevisiae de duas
fontes e usos distintos na producédo de etanol, utilizando o caldo da cana-de aguUcar

para verificar o rendimento e eficiéncia das reacdes de fermentacdes.

1.2. OBJETIVOS
1.2.1. Objetivo Geral

Utilizar a levedura Saccharomyces cerevisiae de fontes e usos distintos para
obtencao de etanol a partir do caldo da cana-de-acUcar.
1.2.2. Objetivos especificos

- Obter etanol do caldo da cana-de-acgucar, utilizando a levedura Saccharomyces ce-

revisiae comercial e cervejeira (artesanal);

- Acompanhar as cinéticas da fermentacéo por determinacéo de pH, °Brix e tempera-

tura das reacoes;

- Caracterizar o etanol obtido por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
1H), espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

e graduacéo alcoolica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CRISE DO PETROLEO E PROALCOOL

O Brasil, por volta dos anos de 1970 importava 80 % do petréleo consumido
em solo nacional. Dados apontam que no triénio de 1974-76 o valor dispendido em
importacdo de petroleo foi de US$ 8,6 bilhdes, contra o triénio anterior cujo valor foi
de US$ 1,4 bilh&o. Importando o petrdleo mais caro, certa parte do aumento da divida
externa estava relacionada com a crise do petréleo. Por consequéncia, foram propos-
tos programas de cunho energético, como o Prodleo, o Procarvao e o Prodlcool, e 0
altimo teve maior efetividade em solo nacional (SHIKIDA, BACHA, 1998).

Nos anos de 1970 era vislumbrado um novo cenario, a utilizacdo da cana-de-
acucar para a producdo de combustivel ao invés de exclusivamente para a area ali-
menticia. Por meio do Decreto de nimero 76.593, em 14 de novembro de 1975, foi
criado o Prodlcool (Programa Nacional do Alcool), (PIACENTE, 2006). O intuito prin-
cipal do programa em sua primeira fase (1975-1979) era produzir alcool etilico anidro
para ser adicionado a gasolina. Em sua segunda fase (1980-1985), ap6s mais um
conflito no Oriente Médio entre Ird e Iraque e, com carros movidos a alcool etilico
hidratado ja inseridos no cenario nacional, aumentaram-se as producdes de automo-
veis e de alcool (SHIKIDA, BACHA, 1998).

Em meados dos anos de 1970, além da crise do petréleo ocorreu a crise da
agroindustria canavieira decorrente da instabilidade do mercado externo agucareiro,
sendo possivel a viabilidade do Proalcool. Tal ambiente foi totalmente favoravel ao
surgimento de novas alternativas, como o Proalcool, Procarvéo, Pro6leo, mas o am-
biente de crise no setor canavieiro propiciou o uso da cana-de-acucar como melhor
forma energética (SHIKIDA, BACHA, 1998).

A segunda fase (1980 a 1985) ficou marcada pelo aumento da producao de
alcool, tendo como meta 10,7 bilhdes de litros em 1985. Enfatizando o uso de &lcool
etilico hidratado para automéveis e dando maior foco na implantacdo de destilarias
autbnomas para que se fosse possivel alcancar o objetivo da nova fase do programa
(SHIKIDA, BACHA, 1998).

Nos anos de 1986 a 1995 houve um desaceleracdo do Prodlcool acarretado

por um menor investimento por parte do Estado foi um dos gargalos para a queda do



programa, que foi de US$ 5,406 bilhdes entre 1980 e 1984, onde 56 % era oriundo de
capital publico e 44 % de capital privado, caiu drasticamente para US$ 0,511 bilhao,
tendo um investimento de 39 % do setor publico e 61% do setor privado (LOPES,
1996).

Outro problema foi que a partir do fim de 1985 a oferta ficou menor que a de-
manda, acarretando na importacdo de metanol para a adicdo a gasolina ou ao préprio
alcool hidratado, atacando um dos pontos do programa que era a economia de divisas
(SHIKIDA, BACHA, 1998).

2.2. MATRIZ ENERGETICA BRASILEIRA

A matriz energética de um pais é baseada na oferta interna de energia (OIE) —
energia necessaria para movimentar a economia, sendo medida em toneladas equi-
valentes de petréleo (tep). O Brasil apresentou o valor de 286 milhdes (tep) acumula-
dos ao decorrer do ano de 2016 e averiguado no més de dezembro desse mesmo
ano. Dessa quantidade total apresentada o setor de energias renovaveis correspon-
deu a 43,6% (MME, 2016). As Figuras 1 e 2 apresentam a matriz energética brasileira
nos anos de 2015 e 2016, com participacao significativa de derivados da cana-de-

acucar.
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Figura 1 - Matriz Energética Brasileira no ano de 2015 (MME, 2016).
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Figura 2 - Matriz Energética Brasileira no ano de 2016 (MME, 2016).

Com um cenério de crise econdmica com queda de aproximadamente 3,8 %
do PIB em 2015, a demanda por Energia teve uma diminui¢do 2,1 %, apresentando
uma certa equidade com o cenario mundial cuja a queda foi de 2,2 %. Mesmo com
um momento conturbado economicamente, a participagcéo dos derivados da cana-de-
acucar apresentou um acréscimo na matriz energética brasileira ao analisar os dados
de 2014/15, 2015/16, respectivamente de 1,1 % e 0,6 % (MME, 2015). Salientando
que a tendéncia da participagdo da cana-de-agucar na matriz energética brasileira

deve seguir crescente nos préximos anos, como demonstrado nos anos anteriores.

2.3. BIOMASSA

Biomassa é considerada qualquer matéria de origem organica que tenha capa-
cidade de ser transformada em energia mecanica, térmica ou elétrica. Pode ser clas-
sificada em trés grupos de acordo com sua origem, como: florestal, agricola e rejeitos
urbanos e industriais. Dependendo da matéria-prima utilizada, apresentara potenciais
energeéticos distintos, quanto ao processo para obtencdo de produtos energéticos
(ANEEL, 2008).

- Biomassa florestal é caracterizada por produtos e subprodutos oriundos de recursos
florestais, sendo basicamente biomassa lenhosa, podendo ser cultivada ou néao, tendo
a sua obtencéo a partir de florestas cultivadas ou do desmatamento de florestas nati-
vas. Os fins de tais materiais lenhosos tém variadas destina¢cfes, como: producéo de



papel e celulose, moveis, etc. Para fins energéticos utiliza-se rotas de transformacéao
termoquimica das mais simples até as mais complexas, que vao desde a sua com-
bustdo direta, carbonizacdo até a transformagcdo em combustiveis liquidos e gasosos
(metanol, etanol, gases de sintese, licor negro, entre outros) (ANEEL, 2008).

- Biomassa de rejeitos urbanos e industriais é considerada como residuos solidos e
liquidos presentes em aterros sanitarios, lixos e esgotos, contendo os mais diversifi-
cados materiais, podendo ser classificados em matéria organica e inorganica. Se-
gundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA), os residuos organicos sao restos de
animais ou vegetais, advindos de zonas urbanas ou doméstica, areas de atividades
agricolas ou industriais, regiées com estacdes de tratamento, etc. Tais residuos po-
dem ser utilizados para fins energéticos, podendo ocorrer a combustéo direta, a ga-
seificacdo, pela rota termoquimica, e ao separar os residuos reciclaveis, pode ocorrer
a producéo de biogas pela digestdo anaerdbia. Pela digestdo anaerdbia é possivel

produzir biogas gracas a matéria organica presente no esgoto.

Os residuos agricolas podem ser empregados como fonte energética ao passar por
processos como: transformacédo termoquimica, combustéo direta, pirélise ou gaseifi-

cacao.

- Biomassa agricola tem como origem o plantio néo florestal, € o principal processo
para a geracao da biomassa agricola, pois visa a obtencdo de um produto que gere
uma fonte principal de renda para o empreendedor, e que seus subprodutos e resi-
duos possam agregar uma maior diversificacdo na producgéo, por fim, maior lucrativi-
dade. As industrias do setor energético tém em suas plantas de producéo rotas tec-
nolégicas para transformacdes bioldgicas e fisico-quimicas das biomassas agricolas
que foram colhidas, como a fermentacao, hidrélise e esterificacdo, gerando combus-
tiveis liquidos, como o etanol, o biodiesel e diversos tipos de 6leos vegetais. As bio-
massas mais integradas ao processo de transformacdo para ganho energético séo,
cana de agucar, o milho, o trigo, a beterraba, a soja, 0 amendoim, o girassol, a ma-

mona e o dendé.

2.3.1. Cana-de-Acgucar

A cana-de-acucar tem papel fundamental no agronegécio nacional, na produ-
cdo alimenticia e na geracdo de energia, tendo previsdo de aumento na producéo de

2,9% para o ano transcorrido de 2017 comparado a safra de 2016. A producéo de



acucar deve chegar até o final desse ano a um valor de 39,96 milhdes de toneladas,

e o etanol ultrapassar os 27,5 bilhdes de litros (CONAB, 2016). A Tabela 1 apresenta

dados referentes as safras de variados tipos de biomassa no ano de 2015, esclare-

cendo a importancia econémica da cana-de-agUcar para o Brasil.

Tabela 1 — Dados referentes as safras de variados tipos de biomassa no ano de 2015 (IBGE, 2015).

Principais Area Quantidade Rendi- Valor da pro-
produtos produzida (t) mento mé- ducdo (1000

Plantada ou  Colhida (ha) 109 dio (kg/ha)  R$)

destinada a (109)

colheita (ha)

(109

Total 76,80 75,83 265 488 161
Soja (em 32,31 32,18 97,50 3029 90 357 010
gréo)
Cana-de- 10,16 10,10 748,64 74173 43 665 638
acucar
Milho (em 15,85 15,41 85,28 5536 29771411
gréo)

Com mais de 13 % da area para plantio sendo destinada para o cultivo de cana-

de-acucar, com um valor de producao equivalente a 43 bilhGes de reais, é possivel a

obtencdo de uma boa matéria organica para a producao de etanol. A Figura 5 apre-

senta a producédo de cana no Brasil de acordo com cada regido.
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Figura 3 - Producédo de cana-de-acUcar por regido brasileira (CONAB, 2015).

2.3.1.1. Estrutura da Cana-de-Acgucar

A cana-de-acgucar faz parte da familia de plantas que apresentam folhas com o
formato de laminas, com haste fibrosa espessa e classificada como graminea, me-
dindo entre 2 e 5 metros de altura. A cana-de-acglcar apresenta uma grande variedade
por serem hibridas de varias espécies do género Saccharum, sendo a Saccharum
officinarum, a mais conhecida (CORTEZ et al., 2013).

A cana-de-acUcar € constituida de quatro partes principais, folhas verdes, col-
mos, folhas secas e raiz. As partes utilizadas da planta séo o talo, que é o conjunto
de colmos, sendo divididos por nds e constituidos por fibras (celulose, hemicelulose e
lignina) e acucar (sacarose, frutose e lactose), e pelas folhas (folhas secas e folhas
verdes) (CORTEZ et al., 2013). Na Figura 4 é possivel observar as principais partes

constituintes da cana.
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Figura 4 - Partes constituintes da cana-de-acucar (SUCRE, 2016).

A composicado massica da cana-de-acglcar € constituida por palha, bagaco e
acucar que somadas dao 42,5 % do conteudo total da planta, apresentando pratica-
mente a mesma proporcao entre si, e 0s 57,5 % restantes € agua. Em termos ener-
géticos a mesma proporcao pode ser notada, apresentando um agregado energético
de 7400 MJ por tonelada de cana (CORTEZ et al., 2013). A Tabela 2 desconsidera o
restante da cana-de-agucar ao apresentar as porcentagens massicas, como raizes e

folhas, e a capacidade energética da palha, bagaco e ac¢lcar.

Tabela 2 - Composigdo massica e energética da palha, do bagaco e do aglicar (CORTEZ et al., 2013).

Componentes Conteudo massico Conteudo energético
[ka/t] [%6] [MJ] [%6]

Palha 140 32,9% 2500 33,8%

Bagaco 135 31,8% 2400 32,4%

Acucar 150 35,3% 2500 33,8%

Total 425 100% 7400 100%

A cana-de-acucar é constituida por fibra e sumo, onde o sumo é composto por

7

agua, solidos soluveis ou °Brix. O °Brix é composto de sacarose mais acucares
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redutores e sais. Considerando a cana com matéria seca a 30 %, tem 70 % de umi-

dade, 14,7 % de fibras, 13 % de acuUcares e 2,3 % de ndo-acucares.

2.4. ETANOL

O etanol é um produto proveniente da fermentagcéo de amilaceos e biomassas
ricas em acUcares (cana-de-acgucar, milho, beterraba, mandioca, trigo e sorgo saca-
rino e sucessivamente destilacdo do fermentado. E uma substancia organica, faz parte
do grupo funcional hidroxila (-OH), e sua férmula molecular é (C2HsOH), podendo ser
hidratado que é azeotrdpico, contendo 95,1% e 96 % de etanol em massa (INPM), e
anidro que apresenta 99,6 % de etanol em massa (INPM) e 0,7 % de agua. O etanol
anidro é obtido a partir da desidratacdo do etanol hidratado, sendo miscivel em qual-
quer propor¢ao quando adicionado a gasolina, salientando que a respectiva adicédo é
positiva ao analisar a octanagem do combustivel (CORTEZ et al.,2013). A rota de
obtencéo o etanol a partir da cana-de-acgucar e do milho sdo apresentados nas Figuras
5eb.

Filtro

PN S
Tratamento |
5 % Produzir Agticar
Quimico Filtragdo ; ou Etanol

Agucar | _—. —’—’@
Etanol Hldratado/Anldro
Etanol Etanol
Destilagio Retificagdo Desidratacdo

Figura 5 - Obtencéo de acUcar e etanol a partir da cana-de-acucar (CORTEZ et al.,2013)
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Figura 6 - Obtencao de aclcar e etanol a partir do milho (CORTEZ et al.,2013).

O etanol para fim combustivel tem caracteristicas como ser incolor, de odor
aromatico, reacao neutra e sabor ardente. Ao ser queimado, tem chama de coloracao
azulada, pouco luminosa, mas transfere uma quantidade alta de calor. E inflamavel,
em estado puro inflama-se espontaneamente pela acao dos raios solares. (CORTEZ

et al., 2013). A Tabela 3 mostra algumas propriedades do etanol.

Tabela 3 - Propriedades do etanol (VASQUES, 2007).

Propriedades Valor
Massa molar, g/mol 46,0
Ponto de ebulicéo, °C 78,32
Ponto de fuséo, °C -117,22
Ponto de congelamento, °C -114,1
Peso especifico 20°C, g/cm? 0,7894
Oxigénio, % 34,8
Calor de combustéo a 25°C, J/g (PCI) 29676,7

Uma das principais distingdes entre a gasolina e o etanol est4 na quantidade

de oxigénio na composicao do etanol (aproximadamente 35 %), uma presenca téao



12

elevada de oxigénio propicia uma queima mais limpa, ganho de rendimento do motor
e reducédo dos gases de efeito estufa (CORTEZ et al., 2013).

2.4.1 Etanol de Primeira Geracdo da Cana-de-acgucar

A produgéo convencional para a obtencéo de bioetanol de primeira geragao a
partir da cana-de-agucar segue 0s seguintes meétodos: recebimento e limpeza da
cana-de-acucar, extracdo de acucares, tratamento e concentracdo do caldo, fermen-

tacao, destilacdo e desidratagao (DIAS et al., 2009).

Apés o processo de colheita por maquinas agricolas ou por meio manual a cana

colhida é lavada com agua para a retirada de impurezas provenientes da plantacéo.

A obtencéo do caldo ocorre durante a moagem, onde o caldo serd utilizado nos
processos de fermentacao, destilacao e retificagdo, caso se queira obter o etanol ani-
dro ocorrera o processo de desidratacdo. O bagaco que antes era descartado apos a
moagem, nos dias atuais € utilizado para a producao de etanol de segunda geracao e

a cogeracao de energia a partir de sua queima (DIAS et al., 2011).

2.5. FERMENTACAO

A fermentacéo alcoodlica € um processo biolégico onde leveduras atuam sobre
acucares fermentesciveis, como sacarose, glicose e frutose (LIMA, MARCONDES,
2002). Bioquimicamente a fermentacdo se da quando ocorre a oxidacdo incompleta
do acucar, tendo como subproduto um composto organico oxidavel. Primeiramente
ocorre a hidrélise por meio da enzima que converte sacarose em glicose mais frutose.
Estando em via glicolitica e ocorrendo uma sequéncia de reacdes, sdo transformadas
em piruvato. Posteriormente a enzima piruvato descarboxilase descarboxila o pi-
ruvato, formando acetaldeido e liberando CO2. Em sequéncia o acetaldeido é reduzido
a etanol, pela enzima é&lcool desidrogenase (ADH) (MISSAWA, 2009). A equacéo (1)

apresenta a formacao de etanol ap0s o processo fermentescivel.
CeH1206 2 2C2Hs0OH + 2C0O2 + 2ATP + 2H20 (1)

Uma avaliacdo estequiométrica gera valores de 0,51 g de etanol e 0,49 g de
diéxido de carbono para 1 g de glicose, mas a sintese celular e produtos secundarios
limitam uma eficiéncia de 100 % na conversao. A fermentacéo alcodlica é dividida em
dois processos, a fase para a producdo de glicolise e o metabolismo anaerdbio do

piruvato. Na matriz citoplasmatica de microrganismos eucariéticos ocorre a producao
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de glicose, sendo separada em duas partes: a fase inicial de seis carbonos e a fase
final de trés carbonos. O intuito da levedura quando metaboliza anaerobicamente o
acucar € gerar uma forma de energia Adenosina Trifosfato (ATP) que tem funcdes
fisiologicas definidas, como absorcdo, excrecdo, biossinteses para manutencdo da
vida, crescimento e multiplicacdo. O etanol e CO2 ndo tem utilidade metabdlica para
a célula em anaerobiose (ROMAO, 2011).

A fosforizagéo da glicose ocorre na fase dos seis carbonos por duas vezes,
dando origem a frutose 1,6-bi fosfato, consumindo duas moléculas de ATP. Na fase
dos trés carbonos, acontece a conversao para piruvato, formando moléculas de ATP.

O piruvato é reduzido a etanol em duas etapas: primeiramente ocorre a descar-
boxilagdo do piruvato em uma reacdo sem reversibilidade catalisado pelo piruvato
descarboxilase, e na segunda fase o acetaldeido € reduzido a etanol. Os produtos de
excrecao para a célula em anaerobiose sédo etanol e CO2. O processo envolve 10
reacoes em sequéncia ordenada, onde cada etapa € catalisada por uma enzima es-
pecifica (LIMA, BASSO E AMORIM, 2001):

(1) - Ocorre a formacgéao da glicose 6-fosfato a partir da transferéncia de um grupo
fosfato (PO4-) para o composto organico. Uma molécula de ATP é consumida. A gli-

cose 6-fosfato é percussora das proximas reacgoes;

(2) - Isomerizacdo do composto glicose 6-fosfato formando a frutose 6-fosfato. Aldeido

é transformado em cetona;

(3) - ATP é consumida com a fosforilagdo do carbono frutose. Ocorre um ganho de

energia na proxima etapa;

(4) - Converséo da frutose fosforilida em duas moléculas de trés carbonos. E formado
um percussor metabdlico que influenciara na etapa (5). O gliceraldeido 3-fosfato oxida
e de forma simultanea é fosforilado, ocasionando em uma molécula de alta energia,
liberando elétrons que reduzem o NAD+ e NADH (Dinucledétido de nicotinamida e ade-
nina). O NAD sdo compostos organicos presentes em seres Vvivos e responsaveis pela

producédo de energia para as células;

(6) - Em mais uma fosforilagéo é produzido novamente um ATP, formando um percur-

sor metabdlico, assim como na etapa (7);

(8) - A ultima fosforilacdo a partir do percursor da etapa anterior, ocorrendo a clivagem

oxidativa de uma molécula de glicose. O resultado € a formacao de duas moléculas
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de piruvato, um dos percussores mais importantes da reacdo. A partir do piruvato a

etapa final de converséao é possivel;

(9) - O piruvato é descarboxilado em acetaldeido, é utilizado posteriormente para oxi-
dar o NADH, formando o etanol (10). As etapas descritas acima estao apresentadas

na Figura 7.
: — 1,3-bifosfoglicerato
Glicose m t Acetaldeido
| (ATP) (ADP) ., (ADP)(ATP) &
. -7
Glicose £0s ) H—C—C\/
6-fosfato l ' 3-fosfoglicerato *l' H
i ~ I
v T v PO,
PO, = . (NAD*) (NADH +H*)
Frutose m = 2-fosfoglicerato m
6-fosfato < o
z S Etanol
= A S
| (ATP) (ADP) 2 (H0) = P
= Y H—C—C—0
Frutose PO, PO, = POs ,11 ﬁ
1,6- M Fosfoenolpiruvato “-.
fosfato
| | (aDP) (aTP)
Gliceraldeido Piruvato m
3-fosfato 4

Figura 7 — Fermentacdo. Reacfes enziméticas (Adaptado de BROOK et al., 2014).
2.6. LEVEDURAS DA LINHAGEM Saccharomyces cerevisiae

O processo fermentativo utiliza leveduras que sao tolerantes a etanol de alto
rendimento, tendo em vista que quanto maior a concentracdo deste, maior € o nivel
de ataque, podendo ser letal as células presentes na fermentacao (AMORIM et al.,
2011).

Os principais requisitos a serem seguidos para o crescimento de leveduras in-
cluem: 4gua, uma fonte de carbono — carboidratos fermentesciveis como fonte de
energia, oxigénio, fonte de nitrogénio, fatores que melhorem o crescimento, como Vvi-
taminas, e ions inorganicos — essenciais para o metabolismo celular (RUSSEL, 2003).
As leveduras em baixa concentragdo de oxigénio promovem a sintese de produtos
secundarios, que sdo prejudiciais para a funcéo e integridade das membranas das
células (INGLEDEW, 1999).
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De forma mais detalhada os parametros que devem ser levados em considera-
cao na fermentacéo para a obtencdo de etanol combustivel sdo, a temperatura estar
na faixa de 28 e 35 °C, o pH em uma faixa admissivel, sendo de 4 a 5 considerada
Otima, pois 0s mostos industriais apresentam pH entre 4,5 e 5,5 (AMORIM et al., 1996;
SANTOS 2008). A levedura se adapta bem, pois o caldo da cana apresenta pH em
torno de 5,2 a 6,8. Para a neutralizacéo da levedura é realizado o tratamento em acido
sulfarico com o pH entre 2,0 a 3,2, no periodo de uma ou duas horas, visando a dimi-
nuicdo da acdo microbiana (LIMA et al., 2001; ROMAO, 2011).

Com as propriedades adequadas que propicie um meio favoravel ao desenvol-
vimento das leveduras a Figura 8 apresenta a sua curva de crescimento. Na fase lag
ocorre o crescimento de tamanho dos microrganismos e sua fun¢cdo metabdlica é al-
tamente aproveitada. Essa fase € marcada pela adaptacdo e reconstituicdo da leve-
dura, sem haver multiplicacdo celular. A segunda fase log ou exponencial de cresci-
mento € a mais importante por conta do aumento exponencial do nimero de células.
Cada célula se divide em intervalos constantes de tempo, caracterizado pelo intenso
metabolismo celular que causa algumas alteracdes no meio (temperatura, produtos
de excrecédo etc). Na fase estacionaria 0 numero de células permanece quase que
constante por um periodo de tempo, havendo um baixo consumo de energia, esgota-
mento dos nutrientes e acumulo de produtos finais toxicos. A Ultima fase conhecida

como fase de declinio o numero de células que morrem excedem o nimero de novas

células.
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Figura 8 - Curva de crescimento tipica de microrganismos (ROBAZZA et al., 2010).
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Pesquisas tém sido intensificadas para a expansao da producéo de etanol com-
bustivel, aumentando a produtividade da levedura, o rendimento da fermentacéo al-
codlica (MEDINA, 2010), ou melhoria dos substratos adicionados a Saccharomyces
cerevisiae (WISSELINK et al., 2007). Para garantir a competitividade do processo fer-
mentativo é necessaria a utilizacdo de linhagens com um grau de tolerancia elevado
ao estresse, ja que a producao de etanol combustivel chega ao limite quando o micro-

organismo nao tem a capacidade de crescimento (FIEDUREK, 2011).

PE2 e CAT1 sao estirpes da levedura Saccharomyces cerevisiae com 0 maior
indice de utilizacdo na fermentacdo para obtencéo de etanol combustivel no Brasil. A
levedura PE2 apresenta baixa formacéo de espuma, alta capacidade de implantacao,
resisténcia e dominancia na fermentacao, j a levedura CAT1 apresenta um elevado
namero de genes que metabolizam vitaminas B1 e B6, sendo possivel a concorréncia
direta com as leveduras selvagens e de laboratério. CAT1 produz pouca espuma,
baixa floculacdo e reduz o consumo de insumos (KONG, 2007; LOPES, 2000). As
Figuras 9 e 10 apresentam a resisténcia ao estresse causado pela toxidade do cadmio
nas leveduras 1Z-1904 e PE-2. O acumulo de produtos finais toxicos sao encontrados

na fase estacionaria da curva de crescimento da levedura.

-

=0=0,0mM de Cd

- 0,05mM de Cd
= 0,10mM de Cd
-0~ 0,50mM de Cd

b

e s s
£ 8 &

o
t

Gramas de levedura por 100 mL de meio

Tempo (horas)

Figura 9 - Crescimento da levedura 1Z-1904 em meios contendo concentra¢des crescentes de cad-
mio (BASSOS, SILVA, 2004).
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Figura 10 - Crescimento da levedura PE-2 em meios contendo concentracdes crescentes de cadmio
(BASSOS, SILVA, 2004).

E possivel notar quanto maior o estresse causado sobre a levedura menor sera

sua capacidade de multiplicacéo celular. A levedura PE2 usada em grande escala na

industria sucroalcooleira apresenta maior reproducédo celular por conta da sua elevada

resisténcia quando comparada com outras leveduras da mesma espécie.

2.7. CARACTERIZACAO DO ETANOL

O etanol que seré obtido a partir da cana-de-acucar nesse trabalho sera anali-
sado por meio de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H), graduacé&o
alcoolica, pH, °Brix espectroscopia ha regido do infravermelho para fins de rendimento

e eficiéncia ao decorrer do processo fermentativo.
2.7.1. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H)

Dentre as formas de espectrometria de absorcdo, destaca-se a espectrometria
de RMN que sob condi¢des apropriadas em um campo magnético, a amostra pode
absorver radiacdo eletromagnética na regiao de radiofrequéncia em uma frequéncia

orientada pelos parametros estruturais da amostra (SILVERSTEIN et al., 2005).

A ressonancia magnética nuclear tem o papel de identificar o esqueleto carbono-

hidrogénio de uma substancia organica. Alguns nicleos como o 1H, $3C, 1N, °F e 3P,
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possuem estados de spin de +1/2 e -1/2, e gracas a tal propriedade € possivel a apli-
cacdo da (RMN) (BRUICE, 2006).

O estado de spin de um nucleo é excitado quando um campo magnético é apli-
cado, gerando os estados de spin a (+1/2) e B (-1/2). ApGs a excitagdo o nucleo volta
ao seu estado inicial e o sinal é detectado por (RMN) que gera um grafico da frequén-
cia aplicada por sua intensidade (BRUICE, 2006).

A caracterizacao utilizando RMN *H ocorre por conta que cada grupo de prétons
guimicamente equivalentes em uma substancia libera um sinal no espectro de RMN
'H da substancia. O dimetil éter (CH3sOCHza) libera um sinal principal apenas, por apre-
sentar o mesmo nucleo de protons em CHsz e CHs, sendo que o mesmo néo ocorre

para o etanol (CH3CH20H) que apresenta trés sinais principais (BRUICE, 2006).

2.7.2. Graduacao Alcoolica

Em uma mistura alcéolica é possivel determinar a porcentagem de etanol em
volume e massa, sendo representado pela sigla % v/v, sendo medida na faixa de tem-
peratura de 15 a 20 °C, mas no Brasil a representacdo mais utilizada é o grau Gay
Lussac (°GL), quando referenciado a volume. Outra forma de medir € o grau INPM
(°INPM), apresentando o percentual de alcool puro, em massa, existente em uma mis-
tura alcodlica (FERNANDES, 2011).

2.7.3. Determinacao de pH

A acidez é determinada com base na escala pH. Essa escala tem relagcdo com
a concentracao de ion de hidrogénio ou hidroxdnio (H+ ou H3O+) presentes em uma
solucdo. Variando de 0 a 14, quanto menor o valor, maior seu indice de acidez. Os
valores de pH variam de 5,2 a 6,8 no caldo da cana (LIMA et al., 2001; ROMAO, 2011).

2.7.4. Determinacao do °Brix

O caldo da cana-de-agucar contém solidos soluveis, como agucares, acidos
organicos, amidas, sais, gomas, pectinas, ceras, proteinas e outro. O °Brix representa
em porcentagem a quantidade de solidos soluveis em uma solucdo pura de sacarose
(DAL BEM, KOIKE, & PASSARINI, 2003).

2.7.5. Espectroscopia na regido do Infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR)
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Os avancos tecnoldgicos que ocorreram nos ultimos tempos trouxeram melho-
ria na eficiéncia e o barateamento dos componentes de medidas 6pticas fazendo com
que as técnicas espectroscopicas fossem mais utilizadas nas caracterizagfes de ma-
teriais de diferentes tipos. Pela rapidez, versatilidade e carater ndo destrutivo, a es-
pectroscopia de infravermelho é uma técnica de espectroscopia bastante difundida.
Ela baseia-se em processos de interacao entre radiacdo e matéria com fundamentos
assentados em efeitos de absorcéo da radiacdo (GALZERANI; RODRIGUES, 2012).

A espectroscopia de infravermelho é muito usada em analises de solidos amor-
fos, liquidos e gases. Sendo bastante empregada no estudo dos modos vibracionais
tipicos das moléculas que compdem as substancias (GALZERANI; RODRIGUES,
2012).

A técnica estuda a relacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, base-
ando-se na absorcao da radiacao incidente por atomos e moléculas. Os espectros de
infravermelho séo obtidos através da incidéncia de uma radiacdo na amostra e deter-
minando a fracdo de radiacdo incidente que € absorvida com uma particular energia
(GUARANY, 2004).

A espectroscopia no infravermelho é baseada no fato de que as ligacbes qui-
micas das substancias possuem frequéncias de vibracdo caracteristica, que equiva-
lem a niveis de energia da molécula, conhecidos com niveis vibracionais. Assim se a
molécula receber luz a mesma energia de uma dessas vibracdes, entdo ocorrera a
absorcao da luz (GUARANY, 2004).

Um raio monocromatico de luz infravermelha é incidido pela amostra, e a quan-
tidade de energia absorvida é gravada. E procedimento ocorre ao longo de uma faixa
de comprimentos de onda de interesse, construindo um grafico com as informacdes
referentes a substancia analisada (GUARANY, 2004).

3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

O Fluxograma da Figura 11 apresenta as fases desenvolvidas na obteng&o do
etanol a partir do mosto da cana-de-agucar, onde foi verificada a influéncia da levedura

em estudo, obtida de fontes e usos distintos.
(1) - Compra do caldo da cana-de-agucar no comércio local;

(2) - Acidez Titulavel utilizando NaOH e fenolftaleina;
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(3) - Adicao dos nutrientes ao caldo apos a acidez titulavel,
(4) - Imediatamente apos a adicao dos nutrientes € adicionado a levedura;

(5) - Monitoramento da fermentacao até que o °Brix apresente valores constantes

em 3 ou mais medicgoes;
(6) - Decantacao do material fermentando por aproximadamente 24 h;

(7) — Destilacdo e obtencao do etanol Hidratado.

Leveduras

Adigdo de -
o ) . B nutrdenes Preparodo Fermentac3o Decantag&o e
Canades ) S— In6culo S— ) s (3) — | Destilacgio | ——
. agucar

Etanol

Hidratado

1 - Sulfitagdo e adigdo de nutrientes;
2 - Adigdo de Fermentados e Leveduras;
3 - Separagao davinhagae da levedura.

Figura 11 — Fluxograma de obtenc&o do etanol hidratado.

3.1. CALDO DE CANA-DE-ACUCAR

O caldo de cana-de-acucar foi adquirido por meio de vendedores/comerciantes
no Distrito Federal, tendo passado apenas pelo processo de moagem.

3.2. LEVEDURAS

A Figura 12 mostra as marcas das leveduras utilizadas da espécie Saccha-

romyces cerevisiae, quais sejam, Safale Us-05 (SU) e Dona Benta Fermix (DB).
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Figura 12 - Leveduras: a) Safale US 05 e b) Fermix Dona Benta.
3.3. PRODUCAO DE ETANOL

Os experimentos aconteceram no Laboratério de Quimica da Faculdade do
Gama (FGA), em biorreatores de vidro com capacidade de 1 L, onde foram produzidas
6 bateladas cada uma com 800 mL de fermentado, sendo duas utilizando a levedura
(DB) e quatro usando a levedura (SU), duas controlando a temperatura e duas sem
controle da temperatura.

3.4. ESTEREALIZACAO DOS CALDOS

A esterilizacao foi realizada a 60 °C por 30 minutos, para eliminar qualquer mi-

crorganismo gue pudesse inibir as atividades das leveduras.

3.5. ANALISES DO MOSTO

3.5.1. Acidez total titulavel (ATT)

A acidez total titulavel foi realizada a partir da titulagdo de 50 mL de uma amos-
tra do suco do caju com solugéo padrdo de NaOH (0,1 mol-L?), utilizando 3 gotas de
fenolftaleina como indicador. A acidez total é calculada a partir da Equacéo 2
(ADOLFO, 2005).

nXxXMXfxPM

ATT = 10XV x g de acido por 100 ml de amostra

2)
Onde:
ATT = acidez total titulavel (g-mL™?);
n = volume gasto na titulagdo da solugcdo de NaOH (mL);
M = molaridade da solugédo de NaOH (mol-L?);
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f = fator de correcdo da solucdo de NaOH;
PM = peso molecular do acido acético (60 g);

V = volume da amostra (mL).
3.5.2. Medicéo de pH

A medicao do pH foi feita utilizando um medidor de pH portatil para analisar a

acidez presente no mosto e a correcéo a ser feita antes e durante a fermentacéao.

3.5.3. Sdlidos soluveis totais (°Brix)

Na analise de solidos sollaveis totais foi usado um refratbmetro analégico ex-
presso em °Brix para fazer a leitura. As medidas foram feitas em trés estagios, antes
da fermentacao, durante e apds, para mensurar 0s agucares consumidos e geracao

da curva de fermentacéo.

3.6. PREPARO DO MOSTO

3.6.1. Correcao de pH

A corregao do pH foi realizada com acréscimo de solugédo 0,5 molL* de NaOH
até que o pH do mosto chegasse em um valor de 5.

3.6.2. Chaptalizacao

A chaptalizacé@o ocorreu por conta da diluicao dos solidos soluveis totais quando
foi adicionado a solucéo de NaOH para correcao do pH, o que acarretou na diminuicédo

do °Brix. Assim para retornar ao °Brix original foi adicionada sacarose ao mosto.

3.6.3. Adicao de Nutrientes

A adicdo de nutrientes, fosforo e nitrogénio foi realizada visando suplementar,
satisfatoriamente, as necessidades do microrganismo. Esses dois nutrientes foram
adicionados ao mosto nas formas de fosfato de potassio (KsPOa4) (VETEC), e sulfato
de amonio [(NH4)2S04)] (VETEC, P.A), nas concentragdes de 0,6 e 0,2 gramas para
cada litro de mosto, respectivamente. Metabissulfito de potassio (K2S20s) (VETEC),
foi adicionado ao mosto numa concentragéo de 0,3 g-L 1. A Figura 13 mostra os nutri-

entes adicionados ao mosto.
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Figura 13 - Nutrientes para suplementacdo do microrganismo.

3.6.4. Preparo dos In6culos

Os microrganismos utilizados foram as leveduras do tipo Saccharomyces cere-
visiae, de duas fontes diferentes: a Dona Benta Fermix (DB) e a Safale Us-05, adicio-
nadas nas concentragdes de 10 gL e 20 gL . Foram realizadas seis bateladas, duas
com o fermento DB, com concentracdes 10 e 20 gL, duas com o fermento SU e
concentracdes 10 e 20 g-L1, porém controlando a temperatura da fermentacéo e por
fim duas utilizando o fermento SU, com concentracdes 10 e 20 g.L*, mas sem o con-
trole de temperatura.

3.7. FERMENTAGCAO ALCOOLICA

A fermentacdo é a etapa de inoculagdo do microrganismo ao mosto, para que
ele consuma o substrato e produza alcool. A Figura 14 mostra o inicio da fermentacao
de uma das bateladas realizadas.



24

Figura 14 - Inicio da fermentagcdo do mosto da cana-de-acgUcar.

As fermentacgdes foram conduzidas em reatores em batelada de vidro (capaci-
dade de 1 L), com a utilizacdo de agitadores magnéticos (marca Quimis). As andlises
da fermentacéo foram realizadas em intervalos de hora em hora, analisando decai-

mento de substrato (°Brix), temperatura e pH.

3.8. DECANTACAO

Finalizada a fermentacéo, a vinhaca foi levada a geladeira por 24 h para facilitar
a decantacao da levedura, pelo fato da levedura ser menos sollvel a baixas tempera-
turas. Dessa forma, apds 24 h foi feita a primeira separacao da vinhaca e levedura.
Essa etapa foi repetida outras vezes, até que se eliminasse a maior quantidade de

levedura possivel.

3.9. ANALISES DA VINHACA

3.9.1. Teor alcoolico

O teor alcdolico final foi medido através de um ebulidmetro, utilizando as tempe-
raturas de ebulicdo do fermentado e da 4gua, com o auxilio de uma régua propria do
equipamento para determinar a graduacdo alcodlica. Para o levantamento da curva
de fermentacdo, as estimativas dos teores alcodlicos durante a fermentacdo foram
quantificadas a partir das leituras de °Brix usando o refratbmetro e pela transformacao
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desses valores em peso especifico, a partir dos valores obtidos na Equacéo 3, chega-
se ao resultado final utilizando a Equacéao 4.

As equacdes sao hipoteses para as analises, expressas em mL de etanol em
100 mL de amostra, também conhecido como °GL. Estas hipoteses foram feitas pelo
fato do volume de mosto na fermentacéo ser baixo e a impossibilidade da retirada de

50 mL de amostra a cada hora para realizacdo da técnica de ebuliometria.

°Brix
SG = Brix +1
268,6 — (zegy X 227,1)

3)

Onde:

SG = peso especifico;

°Brix = medida do refratbmetro.

°GL = (ASG) x 131

(4)

Onde:
°GL = graus de Gay-Lussac (mL de etanol/100 mL de amostra);

ASG = variagao do peso especifico a cada h de fermentagao.

3.9.2. Fator de Rendimento

O fator de rendimento foi calculado a partir da equacéao 5, utilizando a relacéo
entre o teor alcéolico final e a quantidade de substrato consumido durante a fermen-
tacdo. Esse valor mostra o rendimento em conversao do aclcar consumido na reacao

em etanol.

Y
Yp /S = ﬁ (5)

Onde:
Yp,s = fator de rendimento;
Yp = rendimento experimental (g-L?);

AS = variagao de substrato (sacarose) (gL ™).
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3.9.3. Eficiéncia do Processo
A eficiéncia do processo foi calculada utilizando da Equacéo 6, usando a rela-

¢ao entre o rendimento tedrico e o rendimento experimental obtido pelo ebulibmetro.

g(experimental)
N =-S T X 100 (6)
Yp . .
§(teorlco)
Onde:
n = eficiéncia do processo (%);

— H - _1 .
g(experimenml) = rendimento experimental (g.L™");

= rendimento tedrico (g.L™1).

P, ., .
E(teorlco)

3.9.4. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN 1H)

As amostras foram analisadas em um espectrometro Brunker Avancer Ill HD, 14
T e frequéncia de 600 MHz, utilizando a agua deuterada como solvente e referéncia
dos espectros. Os espectros foram analisados por meio do programa 2D RMN pro-

cessor.

3.9.5. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM TRANS-
FORMADA DE FOURIER (FT-IR)

Os espectros de infravermelho foram realizados em um espectrofotometro
Spectrum Two da marca Perkin Elmer, operando em modo transmitancia, na faixa de
4000 a 400 cm, a temperatura ambiente, em resolucéo de 4 cm e 4 varreduras, com
os dados armazenados no computador por meio do software Espectrum verséo 5.0.1.

A Figura 15 apresenta o equipamento utilizado.
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Figura 15 - Espectrofotdmetro Spectrum Two.

3.9. DESTILACAO

A destilacdo ocorreu em um aparato de destilacdo simples e durante 2 h, até
gue a vinhaca fosse toda destilada e a etapa finalizada. A Figura 16 mostra o apa-

rato usado na destilagdo da vinhaca.

Figura 16 - Aparato de destilagéo utilizado no trabalho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. ANALISE FiSICO-QUIMICA DO MOSTO

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos da analise do mosto antes da fer-

mentagao.
Tabela 4 - Pardmetros mosto antes da fermentacgéo.
Parédmetros do mosto
°Brix 26,317 + 0,037
pH 4,933+ 0,110
ATT (g de acido acético / 100 mL de amostra) 0,144

O teor de sélidos soluveis é utilizado com a finalidade de averiguar a qualidade
de um fruto. E um valor de importancia para os frutos, tanto para o consumo “in natura”
como para o processamento industrial. Valores altos representa menos adicdo de acgu-
car, consequentemente a redugao no gasto de energia e maior rendimento do produto,
resultando em maior economia no processamento (SILVA et al., 2002).

A cana tem que apresentar um valor minimo de sélidos solUveis de 13 °Brix
para que seja viavel industrialmente o processo de fermentacdo. Com base no valor
apresentado pelo caldo de cana utilizado no trabalho em estudo, verifica-se que o
mesmo apresentou teor de sélidos soltveis (°Brix) acima do minimo necessério (EM-
BRAPA, 2011).

Com relacéo ao potencial hidrogeniénico (pH), o valor encontrado neste traba-
lho foi coerente com o valor esperado numa fermentacéo, ja que a faixa toleravel pelo
microorganismo € entre 4,5 a 5,5, sendo considerada, inclusive, uma faixa 6tima para
uma fermentacao (LIMA et al., 2001). A ATT quantificada neste trabalho apresentou
variacado pequena, demonstrando que ha menos acidos livres no mosto, resultado que

corrobora com o valor de pH obtido.

4.2. ANALISES DO DESEMPENHO APOS A FERMENTACAO ALCOOLICA
Na Tabelas 5 estédo apresentados os parametros analisados apos a fermentacao
do caldo da cana para as duas marcas de leveduras, variando suas massas a partir

de cada litro de mosto.
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Tabela 5 — Parametros avaliados apés fermentacao.

Parametros apés fermentacéao

Levedura °Brix pH Temperatura(°C)

DB (10 g/L) 11,8 4,9 28,0

DB (20 g/L) 8,0 4,5 29,0

SU (10 g/L) 13,2 4,7 25,0

SU (20 g/L) 10,0 51 28,0

SU (10 g/L) —com 11,8 5,0 20,0
controle temperatura

SU (20 g/L) —com 11,8 4,6 20,0
controle temperatura

De maneira geral, observou-se que o decaimento de °Brix foi expressivo quando a
concentracdo de levedura foi maior, porém para as reacdes realizadas com a levedura
SU e com controle de temperatura, a concentracdo da mesma nao influenciou no °Brix
final. Com relacdo ao pH e a temperatura, verificou-se que os mesmos ndo variaram
significativamente para todas as reagoes, independentemente de ter havido controle
de temperatura e permaneceram na faixa considerada 6tima para o bom desempenho
da reacéo.

Na Tabela 6 encontram-se os valores obtidos da analise da graduacgéo alcoolica

(tedrico e experimental).

Tabela 6 - Teores alcodlicos apds a fermentagéo.

Teor Alcodlico (g.L?)

Levedura Téorico Experimental
DB (10 g/L) 89,27 80,85
DB (20 g/L) 98,75 79,22
SU (10 g/L) 98,75 57,73
SU (20 g/L) 109,02 71,05
SU (10 g/L) - controle 98,75 64,05
temperatura
SU (20 g/L) - controle 108,23 63,59
temperatura

Os resultados obtidos indicaram que os teores alcoodlicos experimental e tedrico
para a reacdo, com a levedura SU (10 g.L!), sem controle de temperatura foram 98,75
gL?'e 57,73 gL, respectivamente, e eficiéncia de 58,46 %. Para a reacdo com a

mesma levedura e concentracdo de 20 g.L* foram encontrados 109,02 g.Lte 71,05
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gL, respectivamente, e eficiéncia de 65,17 %. Os resultados sugerem que ao au-
mentar a concentracdo da levedura, a eficiéncia da reacdo podera ser maior.

As reacg0es realizadas com a levedura SU com controle de temperatura (17 °C
a 22 °C), mostraram os seguintes resultados: para a reacéao realizada com concentra-
cdo de levedura de 10 g.L%, o teor alcodlico experimental foi de 64,05 gL'e 98,75 gL
! para o teor alcodlico tedrico, com eficiéncia de 64,86 %. Para a reacéo realizada com
concentracdo de 20 g.L?, os resultados para os mesmos parametros foram 63,59 g-L-
le 108,23 gL, respectivamente, e eficiéncia de 58,75%. A partir dos resultados obti-
dos é possivel inferir que para a reagdo com concentracéo de levedura de 10 gL,
com controle de temperatura, o resultado da eficiéncia foi semelhante ao obtido para
a reacdo com concentragdo de 20 gL, sem controle de temperatura. Da mesma ma-
neira, a eficiéncia encontrada foi semelhante para a reages com concentragdes de
10 gL, sem controle de temperatura e 20 g.L%, com controle de temperatura. 1sso
indica que o controle da temperatura para manutencéo da levedura, ndo € um para-
metro relevante para ser monitorado.

Para as reagcbes em que foi utilizado o fermento DB, quando utilizada a con-
centracdo de 10 gL, os teores alcodlicos experimental e tedrico foram de 80,85 gL
le 89,27 gL, respectivamente e eficiéncia de 90,57 %. Para a concentracédo de 20
gLt os mesmos parametros obtidos foram de 79,22 gLt e 98,75 gL, porém com
eficiéncia de 80,22%. Os resultados mostraram que as eficiéncias obtidas quando uti-
lizado o fermento DB foram superiores as eficiéncias encontradas para o fermento SU,
indicando que, provavelmente, as condicfes reacionais para este fermento podem
nao estar adequadas ao desenvolvimento e sintese da levedura. Vale salientar ainda
que eficiéncias proximas ou acima de 90 % podem ser explicadas por condi¢cfes ideais
de assepsia do mosto, condi¢cdes de pH e temperatura adequadas para a fermentacao
(HAMELINCK et al., 2005). Essa afirmacéo pode ser validada para as rea¢cdes em que

o fermento DB foi utilizado.
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4.3. ANALISE COMPARATIVA ENTRE AS LEVEDURAS E SUAS CONCEN-
TRACOES

4.3.1. Cinética fermentativa utilizando o fermento DB (10 gL %)

A Figura 17 mostra a cinética fermentativa da reacdo com a levedura DB e
concentracdo de 10 g.L, onde observa-se a conversdo de substrato a etanol em fun-
¢éo do tempo de reacéo.

DB 10g/L
30 20
80
25
70
20 60 =
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Figura 17 - Cinética fermentativa para o fermento DB (10 g-L-) sem controle de temperatura.

Para essa reacéo foi utilizado 800 mL do caldo de cana-de-acucar, com teor de
sélidos soluveis inicial de 26,3 °Brix, pH de 5,0 e temperatura de 25 °C. A reacao
ocorreu durante 70 h e foi observado que o periodo de maior conversao de substrato
a etanol ocorreu entre 20 e 70 h de reacéo. A reacéo foi observada por 85 h, tendo

um decaimento final de 18,5 °Brix e concentracédo final de etanol de 80,85 g-L™.
4.3.2. Cinética fermentativa utilizando o fermento DB (20 g-L %)

A Figura 18 mostra a cinética fermentativa para a reacdo com a levedura DB,

cuja concentracéo foi de 20 g.L™2.
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Figura 18 - Cinética fermentativa para o fermento DB (20 g-L*) sem controle de temperatura.

Nessa reacao, foi utilizada a levedura DB e 800 mL do caldo de cana-de-acucar.
O teor de sdlidos soluveis inicial foi de 26,3 °Brix, pH de 5 e temperatura de 21 °C.
Com as condicdes citadas, a reacéo durou 46 h, embora tenha sido acompanhada por
50 h, onde teve decaimento final de 18,3 °Brix, gerando uma concentragao final de
etanol de 79,22 gL .

4.3.3. Cinética fermentativa utilizando o fermento SU (10 g-L!) sem controle da

temperatura

A Figura 19 apresenta a cinética fermentativa da reacéo da levedura SU (10 gL

l)_
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Figura 19 - Cinética fermentativa para o fermento SU (10 g-L-) sem controle da temperatura.

Nessa reacao, foi utilizada a levedura SU e 800 mL do caldo de cana-de-acucar.
O teor de sdlidos solaveis inicial foi de 26,3 °Brix, pH de 5 e temperatura de 20°C. O
tempo reacional foi de 48 h de reacdo. Para essa batelada, foi observado que houve
maior conversao de substrato a etanol no tempo entre 12 e 48 h de reag&o. No en-
tanto, a reacéo foi observada por 51 h e o decaimento de °Brix final chegou a 13,1,

onde a concentracdo de etanol foi de 57,73 g-L ™.

4.3.4. Cinética fermentativa utilizando o fermento SU (20 g-L!) sem controle da

temperatura

A Figura 20 apresenta a cinética fermentativa da reacéo utilizando a levedura
Su.



34

30 80

75 70
60
-
3 20 50 3
Z 15 40 9
@ =
10 30 E

20

> 10

0 0

0 10 20 30 40 50 60
Tempo reagdo (h)
BRIX g/L

Figura 20 - Cinética fermentativa para o fermento SU (20 g-L!) sem controle da temperatura.

Para essa batelada foi utilizada a levedura SU e 800 mL do caldo de cana-de-
acucar, com teor de sélidos soluveis inicial de 26,3 °Brix, pH de 4,8 e temperatura de
20°C. Com as condicdes citadas, o tempo reacional foi de 50 h. Foi observado que no
tempo entre 11 e 50 h, houve maior producao de etanol. A reacédo foi observada por

53 h, o °Brix final foi de 16,3 e a concentracéo de etanol de 71,05 g-L.

4.3.5. Cinética fermentativa utilizando o fermento SU (10 g-L!) com controle da

temperatura

A Figura 21 ilustra a cinética fermentativa da reacdo da levedura DB.
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Figura 21 - Cinética fermentativa para o fermento SU (10 g-L*) com controle da temperatura.

Na reacdo em questao, foi usada a levedura SU e 800 mL do caldo de cana-de-
acucar. O teor de sélidos soluveis inicial de 26,4 °Brix, pH de 5,1 e temperatura de
17°C. Em tais condi¢cdes a reagdo ocorreu durante 155 h. Para essa batelada, foi
observado que houve obtencéo consideravel de etanol entre 56 e 155 h de reacado. A
reacao foi observada por 157 h, tendo um decaimento de 14,6 °Brix final, onde a con-

centragao final de etanol foi de 64,05 g.L™2.

4.3.6. Cinética fermentativa utilizando o fermento SU (20 g-L!) com controle da

temperatura

Para essa reacdo, foi usada a levedura SU e 800 mL do caldo de cana-de-acu-
car, com teor de sélidos solaveis inicial de 26,3 °Brix, pH de 4,9 e temperatura de
20°C. Na Figura 22 é possivel notar houve maior producéo de etanol no tempo de 100

h aproximadamente, porém com consideravel producdo deste entre 30 e 110 h de
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reacao. A reacao foi observada por 115 h, onde apresentou decaimento de 14,5 °Brix

e concentracdo de etanol de 63,59 g-L*.
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Figura 22 - Cinética fermentativa para o fermento SU (20 g-L-1) com controle de Temperatura.
A figura 23 apresenta que a levedura com maior poder de conversédo de acuca-
res fermentesciveis em etanol é a DB na concentracdo de 20 g-L, nas primeiras 30

horas de reacéo.

Formacdo de Etanol (g-L') - Primeiras 30 h de reagdo.
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Figura 23 - Formacéao de Etanol (g-L'1) - 30 horas de reacao.

4.4. ANALISE POR RMN H

A andlise dos etano6is por RMN H foi realizada utilizando o 6xido deuterado
(D20) como referéncia. As Figuras 24 a 29 apresentam os espectros de RMN !H das

amostras dos etantis em estudo. E importante ressaltar que no momento da
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preparacdo das amostras para a analise, as mesmas foram numeradas de forma ale-

atoria e, portanto, serdo colocadas na ordem de apresentacéo do trabalho.

——DB-10g-L"- Brix 26,3

T T T T T T T T T T T T T
6 5 4 &) 2 1 0 -1

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 24. Espectro de RMN *H do etanol obtido pela fermentagcdo com a levedura DB (10 g-L1).

——DB-20g-L" - Brix 26,3

6 5 4 3 2 1 0 -1

Deslocamento quimico (ppm)
Figura 25. Espectro de RMN *H do etanol obtido pela fermentacdo com a levedura DB (20 g-L1).
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SU - 10g-L™ - Brix 26,3
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Figura 26. Espectro de RMN *H do etanol obtido pela fermentacdo com a levedura SU (10 g-L1) sem
controle da temperatura.

——SU-20g-L" - Brix 26,3
sem controle de temperatura;

; , ; | ; : ; : ; ; : ; .
6 5 4 3 2 1 0 -1
Deslocamento quimico (ppm)

Figura 27. Espectros de RMN 'H de amostras de etanol obtidas pela fermentagédo com a levedura SU
(20 g-L) sem controle da temperatura.
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Figura 28. Espectro de RMN *H do etanol obtido pela fermentacdo com a levedura SU (10 g-L1) com
controle da temperatura.

SU - 20g-L™ - Brix 26,3
controle de temperatura
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Deslocamento quimico (ppm)

Figura 29. Espectro de RMN 'H do etanol obtido pela fermentacdo com a levedura SU (20 g-L1) com
controle da temperatura.

Sabendo que o etanol apresenta como molécula: CH3CH20H e que todas as
amostras foram dissolvidas em D20, em todos os espectros foi identificado o sinal do

tripleto caracteristico do CHs em 1,17 ppm e o quadripleto caracteristico do CHz em
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3,65 ppm, validando a regido encontrada nos espectros deste trabalho. Sendo assim,
0 composto etanol esta presente em todas as amostras obtidas das misturas hidroal-
coolicas ap0s a etapa de destilagéo. E importante destacar que o sinal dubleto do OH
nao apareceu nos espectros devido a faixa de diluicdo do solvente (GOTTLIEB et al.,
1997).

Vale salientar ainda que nas amostras 2 e 3 foram identificados os sinais em
3,7 e 4,8 ppm, sinais que podem ser atribuidos, provavelmente a presenca de agua
ou de prétons de outros compostos ndo identificados, mas que estdo presentes nas
referidas amostras. De acordo com TURANOQV e KHITRIN (2014), os prétons de agua
podem trocar de posi¢cdo no espectro com outras moléculas na mistura, inclusive, o

tempo de residéncia finito dos protons aquosos provoca ampliacao dos picos de agua.

4.5. ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

No presente trabalho foi utilizado etanol da marca Itaja 99,5 gL ou 99,6 °GL

como padréo. A Figura 30 apresenta o espectro do referido etanol.

— Padrao
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Figura 30 — Espectro no IV do alcool etilico Itaja.

Pelo espectro da Figura 30 é possivel identificar a banda entre 2800 a 3000 cm-
1, atribuida aos grupos funcionais C-H, existentes nos grupos funcionais CHz e CHs,

identifica-se ainda, a banda em 1000 e 1280 cm™ referente ao grupo C-O e a banda
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entre 3300 e 3500 cm relacionada ao grupo funcional O-H, onde uma maior concen-

tracdo de O-H é observada com um maior estiramento da banda (OLIVEIRA, 2001).
Na Figura 31 sé@o apresentados os espectros no IV do etanol padréo, j& menci-

onado anteriormente e dos etandis obtidos a partir da fermentagcdo com a levedura

SU, cujas concentracdes foram 10 e 20 g-L, porém sem controle da temperatura.

— 10 g/L
—— Padrao
—20g/L

. \/

60

100

Transmitancia

. S ——
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Figura 31 — Espectros no infravermelho das amostras: padréo e etandis obtidos com a levedura SU
(10 e 20 g-L1) sem controle de temperatura.

Por meio dos espectros é possivel identificar a banda entre 3300 e 3500 cm™!
que apresenta o grupo funcional OH, presente no etanol. E importante ressaltar que
essa banda se torna mais intensa para os etandis obtidos nesse trabalho e isso se
deve, provavelmente, a presenca de 4gua nas amostras, visto que sao etandis hidra-
tados obtidos a partir da destilacdo simples, por ser uma mistura azeotropica a sepa-
racao total entre agua e alcool etilico ndo é possivel. Essa observagao corrobora os
valores de graus alcodlicos, tendo em vista que o padrdo apresenta grau alcodlico
99,5 g-L! e os etandis obtidos 57,73 gL (SU-10gL?') e 71,05 gL (SU - 20 g L),
confirmando que no restante da composi¢cao dos etandis ha presenga de agua. Uma
banda caracteristica em etandis primarios, como o caso do etanol etilico € a banda de

CO em 1050 cm™, apresentada em todos os espectros conforme as figuras 30 a 33.
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A Figura 32 apresenta os espectros no IV com o comparativo entre o alcool
etilico padréo e os etandis obtidos com a levedura SU, nas concentracfes de 10 e 20
gL, com o controle da temperatura. Assim como nos demais espectros, foi identifi-
cada a banda entre 3300 e 3500 cm™ que apresenta o grupo funcional OH, presente
no etanol. No entanto, ao comparar os espectros dos etanois produzidos, verifica-se
gue os mesmos ficaram praticamente sobrepostos, indicando que podem conter em
suas composic¢des, 0 mesmo percentual de agua. Tal sobreposicao pode ser expli-
cada pelo grau alcodlico dos respectivos etanoéis que foram de 64,05 gL (SU 10 g.L
1) e 63,59 gL (20 g.L 1), cuja variacéo entre eles foi de 0,46 g-L ™.

Padrao
—— 10 g/L controle T
100 + —— 20g/L controle T

Transmitancia

60

i
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Figura 32 — Espectros no infravermelho das amostras padréo e etanois obtidos com a levedura SU
(10 e 20 g-L1) com controle de temperatura.

Na Figura 33 sdo apresentados 0s espectros comparativos entre o alcool etilico
padréo e os etandis produzidos com a levedura DB, nas concentracdes de 10 gLte
20 g-L 1, sem o controle da temperatura. Novamente € identificada a banda entre 3300
e 3500 cm™, relativa ao grupo funcional OH do etanol e da 4gua. Verifica-se que houve
sobreposicao dos espectros dos etandis produzidos. E mais uma vez, o resultado das
graduacdes alcodlicas, quais sejam: 80,85 g-L 1, com concentracéo de levedura 10 gL

1e 79,22 gL, com concentracédo 20 g-L %, inferem o motivo da sobreposicéo.
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Figura 33 — Espectros no infravermelho das amostras padréo e etanois obtidos com a levedura DB
(10e 20g-L?).

6. CONCLUSAO

O etanol produzido a partir da cana-de-acucar € bem difundido. Uma melhor
investigacdo durante a cinética fermentativa gera dados e conclusdes para trabalhos
futuros, aumentando a possibilidade de uma melhor eficiéncia fermentativa, maiores
graus alcodlicos, uma maior velocidade fermentativa, etc.

O alcool obtido a partir da fermentacédo do mosto da cana de agUcar apresentou
a maior graduacéo (80,85 g-L!) e a maior eficiéncia (90,57%) quando utilizado a leve-
dura da marca DB, com a concentracédo de 10 g-L. Eficiéncias acima de 90 % estédo
relacionadas com uma boa assepsia do mosto, pH e temperatura ideais para o micror-
ganismao.

Pela espectroscopia no infravermelho foi possivel confirmar a obtencéo do eta-
nol, com distintas graduacgdes alcodlicas, apresentando os grupos funcionais O-H, C-
H e C-O esperados. As bandas de O-H que mais se aproximaram do etanol padrao
foram as que apresentaram as maiores graduacdes alcodlicas, e uma maior presenca
de O-H um maior estiramento da banda. Ao analisar a banda de C-O foi possivel notar
um maior pico no etanol padrdo por conta da menor concentracdo de agua em sua

composicao.
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Os espectros de RMN 'H dos etanéis (CH3CH20H) confirmaram também a ob-
tencdo de etanol a partir do esqueleto carbono-hidrogénio que apresentou trés sinais
principais. Foi observado o sinal do tripleto de CHzem 1,17 ppm e o quadripleto ca-

racteristico do CH2em 3,65 ppm.
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