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RESUMO

LEITE FILHO, M. T. Obtencao de alcool a partir do caldo extraido de vagens de
algaroba (prosopis juliflora sw dc). Dissertacdo, 67 p. (Programa de pds-graduacdo em
Engenharia Agricola) Universidade Federal de Campina Grande — UFCG — PB, 2016.

A vagem da algaroba se destaca pela grande quantidade de carboidratos presentes em sua
constituicdo. Em virtude dessa caracteristica o objetivo deste trabalho consiste em estudar o
aproveitamento da vagem de algaroba (Prosopis juliflora SW DC) para a produgdo de
bioetanol. O projeto foi desenvolvido no laboratério de Engenharia de Alimentos — LEA do
Centro de Tecnologia e Recursos Naturais — CTRN da Universidade Federal de Campina
Grande — UFCG. As vagens utilizadas foram adquiridas junto a produtores da cidade de Sumé
no cariri paraibano, foram utilizadas vagens maduras, a extracdo do caldo da algaroba foi
realizada em prensa manual, o caldo obtido teve o pH ajustado para 4,3 e o °Brix ajustado em
20, 18 e 16 e submetidos a fermentagdo por fermento fresco e por fermento granulado. A
fermentacdo alcodlica foi conduzida, em sistema de batelada, e avaliou-se a concentracdo
celular (biomassa), concentragdo de sélidos soliveis (°Brix), concentragdo de etanol (°GL) a
temperatura € o pH as analises foram realizadas em intervalos de 2 horas. Utilizando o
planejamento fatorial 2 x 3 com 3 repeti¢cOes para andlise da superficie de resposta avaliou-se
a influéncia das concentracdes de sélidos soldveis e o tipo de fermento no processo de
fermentagdo alcodlica, sobre as respostas: percentual de conversdo, produtividade, Yps, Yxs €
producdo de dlcool por quilo de vagem. O fermentado alcoodlico foi destilado em micro
destilador de dlcool. O produto final foi caracterizado segundo as normas da Agencia
Nacional de Petréleo Géds Natural e Biocombustiveis — ANP. Os dados foram avaliados por
meio de andlise de variancia e, quando significativos, foram comparados pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Houve o consumo de substrato € formacdo de alcool com diferenca
significativa entre os parametros analisados, com base nos resultados obtidos podemos
afirmar que: E1 (fermento fresco e 20°Brix) foi o experimento com os piores resultados e E3

(fermento fresco e 16°Brix) foi o experimento com melhor resultados.

Palavras-Chave: Prosopis juliflora, Biotecnologia, Bioetanol,

XV



ABSTRACT

LEITE FILHO, M. T. Obtencao de alcool a partir do caldo extraido de vagens de
algaroba (prosopis juliflora sw dc). Dissertacdo, 67 p. (Programa de pds-graduacdo em
Engenharia Agricola) Universidade Federal de Campina Grande — UFCG — PB, 2016.

The pod mesquite stands out for the large amount of carbohydrates present in its constitution.
Because of this feature the objective of this work is to study the use of mesquite pods
(Prosopis juliflora DC SW), for the production of bioethanol. The project was developed at
the Center for Technology and Natural Resources - CTRN, Federal University of Campina
Grande-PB, the Food Engineering Laboratory (LEA). The pods used were acquired from
Sumé city producers in Paraiba cariri, mature pods were used to extract the juice of mesquite
was held in hand press, the obtained broth was adjusted to pH 4.3 and the Brix adjusted (20,
18 and 16) and subjected to fermentation by fresh yeast and yeast granules. The alcoholic
fermentation was carried out in batch system, and evaluated the cell concentration (biomass),
concentration of soluble solids (° Brix), ethanol concentration (° GL) the temperature and pH
of the analyzes were performed at intervals of 2 hours. Using factorial design 2 x 3 with three
repetitions for response surface analysis evaluated the influence of soluble solids
concentration and type of yeast in the fermentation process on the answers (% conversion,
productivity, Yp /s, yx / s and production of alcohol per pod). The alcoholic fermentation was
distilled in micro distillers of alcohol. The final product was characterized according to the
regulations of the ANP. Data were evaluated by analysis of variance, and when significant,
were compared by Tukey test at 5% probability. There was the substrate consumption and
alcohol training with a significant difference between the parameters analyzed, based on the
results we can say that: E1 (fresh yeast and 20 ° Brix) was the experiment with the worst

results and E3 (food fresh and 16 ° Brix) was the experiment with better results.

Keywords: Prosopis juliflora, Biotechnology, bioethanol,
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1- INTRODUCAO

Nas regides semidridas as atividades agricolas devem ser manejadas de maneira que o
sistema de producdo seja o mais sustentdvel possivel. Para isto, é essencial o uso de espécies
adaptadas as condi¢gdes climdticas reinantes com destaque para altas temperaturas e déficit hidrico
(PINHEIRO et al., 2014). Apesar de nao ser uma planta nativa do Brasil, no entanto, devido a
sua excelente adaptacdo as regides dridas e semidridas, a algarobeira é encontrada em
plantacdes cultivadas e subespontineas em todos os estados do Nordeste brasileiro; sua
expansdo para os demais estados da Federacdo ocorreu através da regeneracdo natural de
plantios e hoje o Nordeste conta com a maior reserva algarobeira do Pais, embora este
potencial ndo seja ainda, integralmente aproveitado, ocupando apenas cerca de 500 mil
hectares. A algarobeira (Prosopolis juliflora) é uma espécie vegetal leguminosa, ndo
oleaginosa, origindria dos Andes no Peru, espalhou-se pelo México, sudoeste dos Estados
Unidos, fndia, Africa do Sul, Austrélia, Jamaica e Havai, as sementes da algarobeira foram
introduzidas no Brasil em 1942, no municipio de Serra Talhada, sertdio de Pernambuco. A
algarobeira € uma planta que cresce razoavelmente bem nos desertos do continente americano
e em alguns desertos africanos, sendo eminentemente xerofila. Trata-se de uma cultura nativa
de regides dridas que vao do sudoeste norte americano até a Patagbnia, na Argentina. A
espécie predominante no Brasil € a Prosopis juliflora, origindria do deserto do Piura no Peru
(SILVA et al., 2002).

SUASSUNA (2007) descreve que a algarobeira tem contribuido de forma decisiva
para que a economia do semidrido ndo entrar em colapso, visto que sua auséncia poderia
causar desequilibrio ambiental de grandes propor¢des, dado ao fato de estar inserida em todas
as etapas do extrativismo vegetal servindo, assim, de protecdo a vegetacao nativa.

As vagens da algarobeira sdo frutos palataveis, arométicos e doces, € se acham entre
os alimentos mais antigos utilizados pelo homem no Novo Mundo. Observou-se, durante a
época do descobrimento, o uso das vagens da algaroba na alimentacdo humana, quando os
espanhdis chegaram a América do Sul e encontraram os indios utilizando-os na alimentagao,
principalmente nas regides semidesérticas, que se estendem do sul do Equador ao centro do
Chile e da Argentina (FIGUEIREDO, 2004).

O caldo de algaroba, considerado como meio de cultura natural, por exceléncia,

apresenta caracteristicas bem peculiares, cujas especificidades sdo favordveis aos processos de
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fermentagdo. O mais importante € que seus componentes nutricionais induzem a ocorréncia de
microrganismos, a exemplo de outros meios naturais que contém fontes de carbono e energia
(OLIVEIRA, 2003). Meios naturais a exemplo do caldo de algaroba foram estudados com
certo pioneirismo por ARRUDA (1994), o uso de leveduras selvagens pode propiciar uma
melhor adaptacdo ao meio fermentativo.

As leveduras sdo um tipo de fungo unicelular, eucariotos pertencentes ao reino Fungi
uma caracteristica importante € sua a¢do fermentativa, as leveduras do género Saccharomyces
sdo, sem ddvidas, os mais importantes microrganismos explorados pela humanidade. Segundo
Vilela, (2005), a levedura Saccharomyces cerevisiae é descrita como uma espécie resistente a
altas concentragdes de etanol (12 a 15% v/v), elevadas temperaturas, baixos valores de pH,
que hidrolisa oligossacarideos, como a maltotriose e a maltotretrose para a producdo e
transformacgdo em etanol, além de tolerar alta concentracdo de agucar (osmotolerante). As
principais formas encontradas do fermento biolégico sdo nas formas frescas e granuladas.

O fermento fresco € uma pasta cremosa como manteiga, com textura lisa e moldavel,
lembra massa de vidraceiro ou argila umida. Pode ser adquirido em lojas de especialidades
alimenticias e mercearias de produtos naturais. O fermento seco ativo tem uma textura grossa
e cor bege (FIG. 2.3). Sua obtencdo se dd a partir da secagem do fermento fresco por ar
quente. E quebrado em pequenas particulas ou granulos do tamanho de um alpiste. Pode ser
adquirido em mercearias, supermercados e algumas lojas de conveniéncias (KALANTY,
2012).

Nesse contexto, os objetivos deste trabalho sao definidos a seguir.

1.1 Objetivo geral

v' Estudar o aproveitamento da vagem de algaroba (Prosopis juliflora (SW) DC),
para a producgdo de bioetanol.

1.2 Objetivos especificos

v' Produzir o bioetanol a partir do caldo extraido das vagens de algaroba de
acordo com o planejamento fatorial 2 x 3 com 3 repeti¢oes.

v' Estudar a cinética da fermentagdo alcodlica para a producdo de fermentado
(vinho), utilizando a algaroba, acompanhando a evolucdao dos valores de sélidos
soliveis totais (°Brix), pH, teor alcodlico (°GL), crescimento celular (biomassa) e
temperatura.

18



v' Verificar os efeitos das varidveis de entrada tipo de fermento e sélidos soldveis
totais sobre as varidveis respostas: produtividade (gL-1 h-1); percentual de rendimento
tedrico (Yp/s); percentual de rendimento em biomassa (Yx/s); e, percentual de
conversao para o processo de producao do fermentado.

v' Destilar o fermentado alcodlico da vagem de algaroba a fim de obter élcool

etilico hidratado e avaliar as caracteristicas do produto final (4lcool etilico hidratado)
para confrontar com a legislacdo em vigor.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Algaroba

A Algaroba (Prosopis juliflora (SW) D.C.) foi introduzida no Brasil ha mais de 50
anos, sendo bem difundida no Nordeste, principalmente por constituir-se em uma das raras
espécies capazes de possibilitar aos animais e a0 homem, subsidios necessdrios para driblar o
fendmeno adverso e periddico da seca (SILVA et al., 2002).

No Nordeste do Brasil, a Prosopis juliflora (Figura 1) é encontrada em populacdes
cultivadas e subespontineas. Sua introdu¢do no pais ocorreu a partir de 1942 em Serra
Talhada, PE, com sementes procedentes de Piura, Peru (AZEVEDO, 1960). A partir dai, sua
expansdo para os demais estados da federacdo ocorreu através de regeneracdo natural e
plantios (LIMA, 1987). Além disso, merece especial aten¢do o fato da sua disseminacdo no
Nordeste brasileiro. LIMA (1987) afirma que a importancia desse género para o semi-arido
consiste em sua capacidade de se adaptar a solos e climas indspitos; taxa de crescimento
rdpido; alta palatabilidade como forragem; alta produtividade; capacidade de rebrotar, resistir

a podas e ao pastejo; resisténcia a pragas e doencgas.

Figura 2. 1: Arvore de algaroba (Prosopis juliflora (SW) D.C.).
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2.1.1 - Caracteristicas agronémicas

A algaroba, pela sua adaptacdo as condi¢Oes semidridas do Nordeste e pelos seus
miiltiplos usos, inclui-se como alternativa agrondmica ja comprovada (SOUZA & TENORIO,
1982). Del valle et al. (1983) afirmam que a velocidade de crescimento e a adaptacdo em
solos dridos e semidridos, mesmo com baixa pluviosidade anual, s@o razdes suficientes para o
investimento nesta espécie.

A algarobeira cresce em condi¢des diferentes de solo, desde solos rochosos, arenosos a
salinos, tendo também excelente desenvolvimento em solos ricos em nutrientes minerais,
apresentando boa producdo de vagens (NOBRE, 1982). Quanto a precipitacdo, apresenta bom
desenvolvimento em locais com 300 até 500 mm anuais de pluviosidade e melhor se adapta a
temperaturas superiores aos 20 °C (SILVA et al., 1989). Além disso, relata-se a capacidade
dessa arbérea em restabelecer a fertilidade e produtividade de solos degradados, talvez pela
sua capacidade de associacdo simbidtica com Rhizobium (FRANCO et al., 1988).

Em geral, as algarobeiras que vegetam no Nordeste do Brasil, apresentam ramos
ascendentes, espinhos ou inermes, espinhos geminados, flores amarelo-esverdeadas agrupadas
em inflorescéncias, em racimos em forma de espigas. Sdo bissexuais, actinomorfas,
apresentando cinco sépalas, cinco pétalas e dez estames. Os frutos sdo de coloragdao amarelo-
palha (Figura 2), em forma de lomento drupdceo, casualmente falcado, retos, indeiscentes,
com 10 a 40 cm de comprimento, 15 a 20 mm de largura e 4 a 5 mm de espessura contendo,

em média, 17 sementes (LIMA, 1987).

Figura 2. 2: Folhas, frutos verdes e maduros da algarobeira

Uma das caracteristicas mais notdveis, e que por isso, faz da algaroba objeto de estudo

¢ a época da frutificacdo. Em geral, os pontos de maxima floragdo e posterior frutificacdo, em
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regides tropicais, encontram-se na primavera do més de setembro a novembro, quando
também se observam menores precipitacoes (LIMA, 1994). Segundo o mesmo autor, ainda
ocorre outro periodo de frutificacdo, menor que o citado, entre os meses de abril e julho.

A produgdo anual de vagem in natura no nordeste brasileiro pode variar de 0,6 a 1,1
milhdo de toneladas, sendo que sua producdo se concentra inteiramente nessa regido (SILVA

et al., 2002).

2.1.2 — Vagens da algaroba

As vagens da algarobeira fazem parte dos alimentos usados pelo homem desde a pré-
histdria, nas regides onde a planta € nativa. S@o palatdveis, aromdticas lembrando baunilha, e
doces em funcdo do elevado teor de sacarose, que pode chegar a 30%. Sua proteina € de
qualidade e digestibilidade razodveis equiparando-se as da cevada (DEL VALLE et al., 1983).

A algarobeira é uma leguminosa que, no Nordeste do Brasil, frutifica no periodo seco.
Os frutos, ao cair das arvores, sdo consumidos pelos animais diretamente no pasto e/ou
colhidos e armazenados. No que se refere ao valor nutritivo, a algarobeira o concentra nas
vagens (frutos), constituindo-se rica fonte de carboidratos e proteinas, com valor energético
bruto comparavel ao milho (STEIN et al., 2002).

SILVA et al. (2002), além de mencionarem a excelente palatabilidade da algaroba,
apresentaram dados interessantes sobre sua composicao. Segundo os mesmos, a vagem de
algaroba apresenta de 25 a 28% de glicose, 11 a 17% de amido, 7 a 11% de proteinas, 14 a

20% de acidos organicos, pectinas e demais substancias.

2.1.2.1 - Aspectos gerais das vagens

A algaroba é o nome que os conquistadores europeus deram aos frutos das espécies de
Prosopis encontradas na América do Sul devido a sua semelhanga com os frutos caroba da
Ceratonia siliqua, leguminosa existente na regido do Mediterraneo. Segundo SILVA (2005),
as vagens encontradas no semidrido da Paraiba sdo achatadas, mais ou menos curvas, com
mais ou menos 20 centimetros de comprimento e entre 1 a 2 cm de largura, com depressoes
entre as sementes; sdo compostas de epicarpo coridceo, de cor amarelo-claro; mesocarpo
carnoso e rico em sacarose (mais de 30%); o endocarpo é lenhoso e forma uma cdpsula

resistente que protege as sementes.
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2.1.2.2 - Principais aplicacoes e usos das vagens

As vagens, quando trituradas, sdo usadas para fazer farinha, que serve para preparar
um tipo de pdo. Deixadas fermentar, gracas ao elevado teor de sacarose, ddo origem a uma
bebida alcodlica (FELKER e BANDURSKI, 1977; BECKER e GROSJEAN, 1980).

Vagens verdes podem ser cozidas, a semelhanca de vagens de feijdo; ja o extrato
aquoso obtido por maceracdo e coccdo de vagens maduras, di origem a um xarope
comercializado em alguns paises latino-americanos com o nome de ‘“algarobina”, que pode
ser usado como tonico e adogante de café e outras bebidas.

Quando quebradas em pedacos pequenos e torradas, as vagens, depois de moidas, dao
origem a um p6 que pode ser usado como substituto (total ou parcial) do café; as vagens
colhidas e trituradas podem destinar-se ao fabrico de racdes e substituir, em parte, o milho
(FIGUEIREDO, 1975).

A partir desse extrato concentrado se desenvolve uma bebida (semelhante a um suco)
refrescante, nutritiva e de sabor agraddvel podendo-se, também, a partir desse extrato
concentrado, obter formulagdo para geleias, como realizado com excelente aceitacdo por

GROSSI & FIGUEIREDO (2000).

2.1.3 - Aspectos tecnolégicos e industriais da algarobeira

Na inddstria, a algaroba pode ser transformada em &dlcool e bebidas (aguardente, licor,
bebida fermentada, bebida substituta do café, melado, vinagre) a exemplo de alguns paises
andinos, que fabricam bebidas tais como: aloja, chicha, etole, algarobina (fortificante)
estomacal e afrodisiaca (CAMPELO, 1987). A algarobeira produz sombra, madeira, flores,
frutos, folhas e raizes; toda a planta é aproveitada proporcionando uma gama satisfatéria de
produtos derivados da sua industrializagao.

A madeira pesada, dura, estdvel e durdvel, serve para diversas construgdes rurais,
moveis e utensilios; produz energia para aquecer fornos, fogdes usinas e cozinhar alimentos.
De acordo com GOMES (1999), em seu trabalho sobre caracteristicas tecnologicas da
algarobeira, esta possui uma madeira de excelente qualidade, em especial no que diz respeito
as suas caracteristicas tecnoldgicas, em equiparacdo com as tradicionais e conceituadas

madeiras de uso corriqueiro na construgdo civil.
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2.2 - Producio de etanol

2.2.1 — Substrato

Qualquer produto que contenha agicar ou outro carboidrato constitui-se em matéria-
prima para a obten¢do de etanol; entretanto, para que seja vidvel economicamente € preciso
considerar se seu volume de producdo, o rendimento industrial e o custo de fabricacao.
Podem-se classificar matérias agucaradas as seguintes substincias: cana, beterraba, melacos,
mel-de-abelha e frutas; em matérias amildceas e feculentas, amido de graos, fécula de raizes e
tubérculos: matérias celuldsicas, palhas, madeiras, residuos sulfiticos de fébricas de papel.

Em qualquer caso, para se constituir em matéria-prima o produto vegetal depende de
varidveis, como: a variedade, a idade, a procedéncia e as condic¢des culturais, de maturagdo,
de sanidade, de colheita, de transporte, de armazenamento. A algaroba € uma planta do género
prosopis de origem andina, altamente resistente a seca, que se adaptou muito bem ao Nordeste
do Brasil. Esta planta produz como fruto uma vagem rica em proteina, gordura, vitaminas,
sais minerais e, principalmente, acucar (BORGES, 2004). Sendo assim um excelente

substrato fermentativo.

2.2.2 - Fermentacoes industriais

A atividade microbiana € utilizada pelo homem desde a antiguidade, na obtencdo de
compostos organicos de grande utilidade, através de processos industriais, simples ou
complexos que, geralmente, consistem na oxidacao parcial de uma substancia orgéanica.

Segundo PANDEY (2003), tanto microrganismos em seu estado natural como na
forma de culturas puras individuais ou mistas podem ser utilizados no processo da
fermentacao.

As leveduras foram os primeiros organismos descobertos capazes de crescer na
auséncia de oxigénio e a levedura Saccharomyces cerevisiae € o microrganismo mais
frequentemente utilizado na producdo de etanol. Tao importante quanto a escolha do
microrganismo € a escolha da condugdo do processo. A literatura tem registrado indmeros
modelos de biorreatores para a produgdo biotecnoldgica de etanol e atualmente o uso de

células livres € o método mais empregado (LIMA, 2002).

2.2.3 — fermento biolégico (leveduras)

Entende-se por leveduras um grupo peculiar de fungos unicelulares, também
conhecidos como fermentos, amplamente distribuidos na natureza (dgua, ar, solo, plantas e
animais). Exigem menos umidade que as bactérias, porem mais que os bolores. Como os
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bolores preferem temperaturas de 20°C a 30°C para se desenvolver. Podem se desenvolver
tanto na presencga quanto na auséncia de oxigénio (leveduras fermentativas) e meios com pH
acido favorecem o seu desenvolvimento. Sdo caracterizadas por sua capacidade de
transformar agicares mediante mecanismos redutores (fermenta¢do) e também oxidantes. As
células das leveduras se apresentam de forma pequena e ddo origem por germinacdo a novas

células iguais (GAVA, 2008).

2.2.4 Fermento fresco

O fermento fresco € uma pasta cremosa como manteiga, com textura lisa e molddvel,
lembra massa de vidraceiro ou argila dmida (FIG. 2.3). Pode ser adquirido em lojas de
especialidades alimenticias e mercearias de produtos naturais. Deve ser armazenado coberto e
refrigerado. Se for mantido entre 2,22 e 4,44°C, podera durar por até 45 dias. A cerca de 4 a
8°C por um periodo méximo de 15 dias. Deve ser tomado o cuidado de manter o menor tempo
possivel fora de refrigeracdo para evitar a perda do seu poder de fermentacio. E importante
verificar e seguir as orienta¢des do fornecedor. Dosagem: varia conforme o tipo de substrato,
o processo utilizado e a velocidade de fermentacdo desejada. Para usar esse tipo de fermento

esfareld-lo diretamente no substrato (KALANTY, 2012).

Peso liquido #o embalar

Figura 2. 3: Fermento bioldgico fresco
O fermento fresco por ser de facil obtengao € mais barato que o fermento granulado

que exige maior demanda de trabalho e energia na sua producdo. Mas em relagdo a
conservagdo e transporte o fermento fresco exige um controle de temperatura rigoroso o que

implica em gastos posteriores.
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2.2.5 Fermento seco

O fermento seco ativo tem uma textura grossa e cor bege (FIG. 2.4). Sua obtencao se
d4 a partir da secagem do fermento fresco por ar quente. E quebrado em pequenas particulas
ou granulos do tamanho de um alpiste. Pode ser adquirido em mercearias, supermercados e
algumas lojas de conveniéncias. Deve ser armazenado em embalagem fechada conservado a
temperatura ambiente e costuma ter uma vida-de-prateleira de um ano ou mais. Depois de
aberto deve ser conservado sob refrigeracdo. Se for conservado em recipiente hermético e
refrigerado pode durar de 3 a 4 meses. Congelado costuma manter suas propriedades por 6
meses ou mais. E importante verificar e seguir as orientacdes do fornecedor (KALANTY,

2012).
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Figura 2. 4: Fermento bioldgico seco
O fermento granulado é um produto leve com baixo teor de umidade que pode ser

conservado a temperatura ambiente o que o torna mais prdtico que o fermento fresco
facilitando transporte armazenamento aumentando a vida util e diminuindo os riscos de

contaminag@o por outros microrganismos.

2.2.4 - Fermentacio alcodlica

Fermentacio é o processo de oxidacdo-reducdo intramolecular, anaerdbico e
exotérmico, pelo qual, micro-organismos catalisam a conversdo de uma substincia em
determinado produto; portanto, a fermentacdo alcodlica pode ser considerada a oxidacdo
anaerdbica da glicose por acdo de leveduras com a produgio final de dlcool etilico, anidrido

carbOnico e outros produtos secundérios.
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A fermentacdo alcodlica era conhecida e utilizada pelos povos antigos para producao
de bebidas a partir de caldos agucarados obtidos pelo esmagamento de frutas

A oxidagdo da glicose pelas leveduras se desenvolve segundo o esquema apresentado
por Meyerhooff, em uma sequéncia de reacdes em 14 fases envolvendo 15 enzimas e 3
coenzimas. Essas reagdes incluem transferéncia de fosfato, oxidacdo e reducdo,
descarboxilagdo e isomerizacdo, além de outras (SILVA, 2009).

De acordo com PANTOJA (2006), a equacdo global de desdobramento da glicose em
dlcool e CO2, em um processo de fermentagdo ocorre naturalmente com geracdo espontinea

de energia, conforme a Equagao (1).

C6H 1206 + Zimase £ = 2CH3CH20OH + 2CO; + Energia (2ATP) ()

Em que a relacdo estequiométrica mostra que 1 mol de glicose (180g) produz
simultaneamente 2 mols de etanol (46g) e 2 mols de diéxido de carbono (44g) com saldo
positivo de energia proveniente das células, o que confere o poder combustivel do dlcool.

Do ponto de vista bioquimico, a fermentagcdo € um processo catabolico anaerdbico que
ndo envolve cadeia respiratéria nem citocromos. O processo da fermentagcdo alcodlica se
caracteriza como via catabdlica na qual ocorre a degradacdo de moléculas de agicar (glicose
ou frutose), no interior da célula de micro-organismos (levedura e bactérias), até a formacao
de etanol e CO; ocorrendo liberagdo de energia quimica e térmica (VENTURINI FILHO,
2003).

2.2.6 Legislacao vigente

Compete a Agéncia nacional do petréleo, gds natural e biocombustiveis (ANP) toda a
regulamentacio sobre o bioetanol. “A DIRETORA GERAL da AGENCIA NACIONAL DO
PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS (ANP), no uso das atribuicdes
legais, tendo em vista as disposi¢cOes da Lei n° 9.478, de 06 de agosto de 1997, e suas
alteracdes, e com base na Reunido de Diretoria n® 239, de 9 de abril de 2015, Considerando
que compete a ANP implementar a politica nacional do petréleo, gds natural e
biocombustiveis, com €nfase na garantia do suprimento de derivados de petréleo, gas natural
seus derivados e biocombustiveis, em todo o territério nacional; considerando que cabe a
ANP proteger os interesses dos consumidores quanto a prego, qualidade e oferta de produtos,
bem como especificar a qualidade dos derivados de petrdleo, gas natural e seus derivados e

dos biocombustiveis; considerando o interesse do governo de incrementar a participagdo dos
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biocombustiveis na matriz energética nacional; considerando a Lei n® /1.097, de 13 de janeiro
de 2005, que define os Biocombustiveis como os combustiveis derivados de biomassa
renovavel para, dentre outras utiliza¢des, uso em motores a combustdo interna; Considerando
o percentual obrigatdrio de adicao do Etanol Anidro Combustivel a gasolina; e Considerando
ser essencial a adoc@o de dispositivos regulatérios que evitem a comercializacdo de Etanol
Anidro Combustivel como Etanol Hidratado Combustivel, com vistas a reprimir praticas
fraudulentas no mercado”. Essa regulamentagdo € regida resolu¢do ANP n° 19, de 15.4.2015

DOU 16.4.2015 republicada no DOU 17.4.2015 republicada no DOU 20.4.2015.

2.3 Trabalhos relacionados a producao de biocombustiveis

Os trabalhos com o desenvolvimento de biocombustiveis vém fortemente ganhando
preferéncia dentre os pesquisadores, principalmente com a preocupacdao mundial com o
aquecimento global e a possivel escassez de combustiveis fosseis além da conscientizacao
mundial em relacdo a sustentabilidade.

Pereira (2014) produziu etanol a partir da fermentacdo da farinha de Cyperus
esculentus via rota enzimadtica e acida. Onde avaliou as concentragdes de Saccharomyces
cerevisiae e tempos de fermentagdes na produgdo de etanol e obteve o teor alcodlico por meio
da NBR 13920 e analisou a rentabilidade das rotas enzimdtica e 4cida.

Reis (2013) aperfeicoou o processo de producdo de bioetanol a partir de polpa de
alfarroba. Onde aplicou um método fisico-quimico -a foto catdlise- para degradar os
polifendis existentes na polpa de alfarroba e quantificou o seu efeito avaliando o impacto da
fotocatélise no rendimento da hidrdlise enzimética da polpa de alfarroba.

Santos (2012) produziu etanol de segunda geragdo por Zymomonas mobilis a partir de
biomassa lignocelulésica (bagaco de cana-de-aguicar). Onde foram avaliadas duas linhagens
de Zymomonas mobilis a AGl1 e a CP4 onde ocorreu uma otimizagdo no processo de
hidrdlise.

Rabelo (2010) trabalhou com a avaliacdo e otimizacdo de pré-tratamentos e hidrdlise
enzimadtica do bagaco da cana de actcar para a produgdo de dlcool de segunda geracdo, onde
foi testado a eficiéncia do hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino no pre-
tratamento.

Bragatto (2010) trabalhou com o estudo do potencial da casca de Eucaliptus spp para a
producgdo de bioetanol, onde foi avaliada a composi¢ao quimica da casca e desenvolvido uma

metodologia para extrair os carboidratos e produzido o bioetanol.
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Muniz (2009) trabalhou com o processamento de vagens de algaroba (prosopis
juliflora) para producdo de bioprodutos, onde fez uso da fermentacido semi-sélida da farinha
de algaroba, além do bioetanol com estudos da influéncia da quantidade de fermento utilizada
e a variagdo da quantidade de substrato.

Silva (2009) trabalhou com a otimizacdo do processo de producdo da aguardente de
algaroba e aproveitamento dos residuos solidos em produtos alimentares onde este estudo
avaliou a matéria-prima (vagem de algaroba), os procedimentos operacionais e o sistema de

aproveitamento aplicando ao residuo durante as principais etapas de fabricacdo da aguardente

de algaroba.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area experimental

O trabalho foi desenvolvido nos laboratdrios de engenharia Bioquimica e laboratério
de Medidas fisicas pertencente ao complexo de laboratérios de Engenharia de Alimentos
(LEA) do Centro de Tecnologia e Recursos Naturais — CTRN, Campus Campina Grande,
Campina Grande-PB.

3.2 Experimento

Foram utilizadas vagens de algaroba maduras e integras adquiridas em fazendas na
cidade de Sumé e transportadas em sacos de nylon até as dependéncias da UFCG onde
passaram pelo processo de expurga a fim de eliminar insetos e seus ovos, logo em seguida
foram armazenadas em tonéis. A extragdo do caldo foi feita em prensa manual a uma pressao
média de 15 toneladas o caldo extraido foi entdo fermentado. Os experimentos foram
realizados em triplicata, o delineamento utilizado foi o inteiramente causalizado (DIC), com o
fatorial de 2 x 3, onde o primeiro fator foi dois tipos de fermento (fermento fresco e fermento
granulado) e o segundo fator foi a concentracdo de solidos soluveis (20, 18,16) °Brix. A
comparacdo entre os tratamentos foi realizada por meio de andlise de varidncia (ANOVA),
regressdo para os dados quantitativos, onde foram ajustadas equacdes de acordo com a
obtencdo de maior valor do R%. Os resultados foram comparados pelo teste de Turkey a 5% de
significancia a fim de observar se houve diferenca significativa entre os tratamentos. Os

resultados estatisticos foram tratados pelo programa ASSISTAT versao 7.7 beta.
3.3. Descricao do processo e obtencao do fermentado (vinho) de algaroba

3.3.1. A matéria-prima

A matéria-prima contendo o substrato para o processo do fermentado foram vagens de
algaroba (Prosopis juliflora S.w. D.C.). Essas vagens foram coletadas no municipio de Sumé,
PB a 264 km de Jodo Pessoa, PB. Na Figura 3.1, observa-se a coleta do material para

pesquisa.
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Figura 3. 1: Processo de coleta das vagens de algaroba

As vagens foram coletadas nas imediagdes das arvores das algarobeiras, evitando
aquelas que apresentavam algumas caracteristicas indesejaveis como pragas e/ou doencas. Em
seguida as mesmas foram conduzidas para o Laboratério de Engenharia de Alimentos (LEA)

para os devidos procedimentos.

3.3.1.1 Recepcao
As vagens foram colhidas e em seguida levadas em sacos de nylon para o Laboratério

de Medidas Fisicas LEA/CTRN/UFCG, Campus de Campina Grande, PB, figura 3.2.

=

Figura 3. 2: Vagens de algaroba acondicionadas em saco de nylon.
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3.3.1.2 Expurgo
As vagens passaram pelo processo de expurga com o agente quimico fosfina a fim de
evitar sua deterioracdo por insetos, o processo de expurga foi realizado de acordo com as

recomendacdes do fabricante como mostra a figura 3.3.

Figura 3. 3: Processo de expurga das vagens de algaroba.

As vagens foram colocadas em tonéis revestidos de sacos de polietileno juntamente
com a fosfina e deixadas em repouso por 72 horas, apds esse periodo os tonéis foram abertos
para que o gas resultante do processo fosse eliminado e em seguida fechado novamente e
estocado.
3.3.1.3 Selecao, lavagem e quebra:

Foi feita uma selecio quanto a aparéncia tendo por finalidade aperfeicoar a
uniformizacdo das amostras, como também remover as sujidades grosseiras aderidas a
superficie, além de retirar vagens danificadas como mostra a figura 3.4, em seguida foram

lavadas com solucdo contendo cloro.
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Figura 3. 4: Selecdo das vagens de algaroba.
Ap6s a lavagem as vagens foram quebradas manualmente com auxilio de um alicate, a
quebra se deu com o intuito de aumentar a drea de contato da vagem com a 4gua e facilitar a

extracdo dos agucares.

3.3.1.4 Hidratacao e prensagem:

Apo6s a fragmentagdo as vagens foram hidratadas na proporcao de 1:2, ou seja, a cada
1 quilo de vagem 2 litros de d4gua em seguida aquecida até 60°C, apds essa etapa ficou em
repouso por 30 minutos e posteriormente levadas a prensa. O caldo extraido foi armazenado

em recipientes de PVC e acondicionado em freezer.

Figura 3. 5: Hidratacao e prensagem das vagens
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3.3.2. Planejamento fatorial

Para esse estudo, foi utilizado o planejamento fatorial 2 x 3 em triplicata, onde todas
as varidveis sdo quantitativas, sendo as varidveis independentes: o tipo de fermento (fresco e
granulado a 25 g L-1) e sdlidos soldveis totais (°Brix), e as dependentes: produtividade de
alcool etilico (g L-1), percentual de rendimento tedrico. (Yp/s), percentual de rendimento em

biomassa (Yx/s) e percentual de conversdo, totalizando assim 6 experimentos.

Tabela 3 1 Matriz de planejamento fatorial 2 x 3, da fermentagdo alcodlica do caldo da
algaroba.

Ensaio Tipo de fermento °Brix
1 Fresco 20
2 Fresco 18
3 Fresco 16
4 Granulado 20
5 Granulado 18
6 Granulado 16

3.3.2.1. Analises estatisticas
Para a constituicdo dos resultados das andlises estatisticas, foi utilizado o software
ASSISTAT versao 7.7 beta. Os resultados foram comparados pelo teste de Turkey a 5% de

significancia a fim de observar se houve diferenca significativa.

3.3.3. Adicao de inéculo

Foi utilizado na fermentacdo alcodlica para a producdo do fermentado, a levedura
Saccharomyces cerevisiae (fermento biolégico comercial fresco, marca Levapan) e (fermento
biolégico granulado Aidapan).

Antes da inoculagdo foram ajustados os caldos para as concentracdes de solidos
soltveis totais de 16, 18 e 20%, e a concentracdo de fermento de 25 g L' de acordo com o
planejamento fatorial aplicado.

3.3.4. Fermentacao alcodélica e estudo cinético

ApO6s a inoculacdo dos caldos, foi realizada a fermentacdo alcodlica, para a obtencao
do fermentado de algaroba em biorreatores de polietileno, conforme Figura 3.6, utilizados
para fermentacdo, em seis bateladas com a capacidade maxima de 3 L cada uma, dispostos de
um sistema, de descarga no fundo do recipiente, deixando a parte da massa celular separada
do fermentado no final da fermentacdo. A etapa do processo das andlises da fermentacdo foi
realizada no tempo zero, dando-se continuidade cada duas em duas horas até o final do

experimento.
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No periodo de 2 em 2 h foram determinados o pH, temperatura, teor alcodlico, e
sOlidos soltveis. No decorrer de cada cinética foram coletadas aliquotas em torno de 60 mL

que foram armazenadas no freezer a uma temperatura de -15 °C, para depois serem analisadas

quanto ao teor de biomassa.

Figura 3. 6: Processo de fermentacdo alcodlica das vagens de algaroba, através da levedura
Saccharomyces cerevisiae.

3.3.4.1 Determinacio do pH

Para a determinacdo do pH foi utilizado 10 mL da amostra em triplicata e transferida
para um tubo de ensaio a uma temperatura de 26 °C. O método foi o potenciométrico, com o
pHmetro digital da marca Tecnal modelo TEC-2, onde o mesmo foi calibrado, inicialmente,

com as solugdes tampdes de pH 7,0 e pH 4,0 (BRASL, 2005).

3.3.4.2 Determinaciao da Temperatura
Para a determinacdo da temperatura foi utilizado termdometro digital tipo espeto da

marca HG modelo AF1104.

3.3.4.3 Determinacao do Teor Alcodlico (°GL)
Para a determinagdo da concentracio de etanol, foi utilizado ebuliometro, em seguida
os resultados foram corrigidos com régua de conversdo que acompanha o equipamento

conforme Figura 3.7.
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Figura 3. 7: Ebuliometro

3.3.4.4 Determinacao de sélidos soliveis totais (°Brix)

A determinacgdo de sélidos soldveis totais foi realizada por densimetria, utilizando-se
um sacarimetro de brix imergindo o mesmo em uma proveta graduada contendo 250 mL de
caldo de algaroba e corrigindo-se a leitura obtida para a temperatura do caldo a 25 °C,

conforme a metodologia descrita por Brasil (2005).

Figura 3. 8: Sacarimetro imerso em caldo de algaroba
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3.3.4.5 Concentracao de biomassa (g L-1)

A concentracdo celular (biomassa) foi determinada adotando-se o método de massa
seca descrito por Florentino (2007), que consiste em separar as células do meio, secé-las e
pesa-las.

A principio, os tubos de eppendoff, com a capacidade de 2 mL cada, conforme Figura
3.3.45, foram preenchidos com o fermentado de algaroba e em seguida foram colocados no
centrifugador por cerca de 3 min, com uma rotacio média de 3.000 rpm. Em seguida foi
realizado o processo de lavagem do material (repetido por trés vezes). Ao término das
lavagens, o material foi levado para estufa a 105°C por 24 h, em seguida pesado. O célculo
para determinar a biomassa foi feito por diferenca entre a massa inicial (M1) e a massa final
em gramas (M2), dividida pelo volume (V) da amostra utilizado (2 mL), multiplicado por

1000 para obter o valor em g L-1, conforme Equacio 2.

Figura 3. 9: eppendoff na estufa a 105°C

Concentragdo de biomassa = lepoo (gL™h) (2)

Em que:
M1 - Massa inicial da amostra, g
M2 - Massa final da amostra, g

V- volume do eppendoff, mL
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3.4 Calculo de produtividade, rendimento tedrico, rendimento em biomassa, percentual

conversao e producao de alcool por quilo de vagem.

3.4.1 Calculo da produtividade (g L-1h!)

Para saber a quantidade de dlcool produzido em um determinado tempo, em hora, foi
utilizada a seguinte Equacgao (3).

. 1o Plg/L
Produtividade (g L' h™) = (gf) (3)
I(n)

Em que:
P - concentracdo de etanol (g L-1)

T - tempo de fermentagado (h)

3.4. 2. Rendimento do produto (Yps)

Para determinar a conversdo do substrato (actcar) do fermentado em produto (etanol)
foi utilizada a Equacao (4).

YP": S (4‘)

Em que:
S - concentracio final de substrato (g L)
So - concentragdo inicial de substrato (g L)
P - concentragio final de produto (g L)
Py - concentracdo inicial de produto (g L)
3.4.3. Rendimento em biomassa (Yx/s)
Para calcular a quantidade de biomassa formada em relacdo a quantidade de substrato

limitante consumida, foi utilizada a Equacao (5).

_ X=X,

Yx.-"s;
S, —S

Em que:

&)

X - concentragio final de biomassa (g L)
Xo - concentragdo inicial de biomassa (g L)
S - concentragio final de substrato (g L)

So - concentragio inicial de substrato (g L)
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3.4.4. Percentual de conversao (%)
O percentual de conversdo no fermentado para producio do etanol antes da destilacio
foi calculado pela Equagao (6)

Conversao (%) = (6)

—— x100
Syx0,511

Em que:

P - concentragdo de etanol experimental

So - concentragdo inicial de substrato (°Brix)

0,511 - fator de conversao de acticar em dlcool

3.4.5 Producio de etanol por quilograma de vagem

A produtividade de etanol por quilograma de vagem foi calculada pela equacao (7)

p 42 x P
q:
So

/100 (7)

Em que:

Pq — Produgio por quilograma (L Kg™!)

P - concentracdo de etanol experimental

So - concentragdo inicial de substrato (°Brix)

42 - concentracdo de substrato por litro de caldo proveniente de um quilo de vagem

3.5 Producao do bioetanol

Para a producdo do bioetanol foi replicado em dorna de ago inoxiddvel com
capacidade para 50 litros de mosto, o experimento que obteve o melhor resultado na produgao
de élcool (Yps). Apds o término da fermentagdo foi retirado o fermentado (vinho) com a
separacdo da biomassa e destilado em micro destilador de &dlcool da fabricante Nova

Organica.

3.5.1 Caracterizacao do bioetanol
O bioetanol foi caracterizado de acordo com a resolucio ANP n° 19, de 15.4.2015

DOU 16.4.2015 republicada no DOU 17.4.2015 republicada no DOU 20.4.2015
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

O processo fermentativo apresentou excelente caracteristica, do ponto de vista visual,
apresentando formacao de bolhas de CO; poucos minutos apds a incubagao, mostrando a facil
adaptacdo do fermento ao meio. Essa caracteristica foi mais acentuada nos ensaios contendo o
fermento granulado (Figura 4.1), onde as bolhas possuiam maiores dimensdo e velocidade,
apdés um periodo aproximado de duas horas o processo mostrou uma grande evolu¢do do

ponto de vista visual com formacao de bolhas maiores € com maior velocidade.

Figura 4. 1: Fermentacdo do caldo de algaroba por fermento fresco e granulado
respectivamente.

4.1 Tempo de fermentaciao

O processo fermentativo teve um tempo médio de 15 + 3 horas uma fermentagdo
relativamente répida, o ensaio E1 (fermento fresco e 20 °Brix) teve uma duragdo média de 18
horas sendo o ensaio com maior tempo de fermentacdo, os ensaios E2 (fermento freso e
18°brix) e E3 (fermento freso e 16°brix) tiveram uma duracdo média de 16 horas mostrando
uma queda no tempo de fermentacdo em ralacio a “E1” fato esse que pode ser explicado pela
diminui¢do na quantidade de substrato, fato que ndo ocorreu quando entre E2 e E3, para o
ensaio E4 (fermento granulado e 20 °Brix) o tempo médio de fermentacao foi de 14 horas, 4
horas a menos que E1 que possui mesma quantidade de substrato evidenciando a diferenca de

comportamento entre fermentos ES (fermento granulado e 18°Brix) e E6 (fermento granulado
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e 16°Brix) tiveram um tempo médio de fermentacdo de 12 horas comportamento semelhante a

E2 e E3, mas com 4 horas a menos. Como pode ser visto na Figura 4.2.
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Figura 4. 2 Tempo de fermentacdo dos experimentos E1 (fermento fresco e 20 °Brix), E2
(fermento fresco e 18 °Brix), E3 (fermento fresco e 16 °Brix), E4 (fermento Granulado e 20
°Brix), E5 (fermento Granulado e 18 °Brix) e E6 (fermento Granulado e 16 °Brix)

respectivamente.
O fermento granulado teve menor tempo de fermentacdo fato esse que pode ser

atribuido a melhor adaptacdo ao meio e a maior quantidade e qualidade de células por unidade
de massa no fermento.

Muniz (2009) obteve um tempo médio de 18 horas para a fermentacdo do caldo de
algaroba onde variou a quantidade de fermento e a quantidade de substrato (°Brix). Parente

(2014) obteve um tempo médio de 30 horas para a producio da aguardente de abacaxi.

4.2. Cinética de fermentacao
O controle de todas as varidveis do processo de fermentacao alcodlica € necessario
para um melhor entendimento e possiveis ajustes no processo. No estudo cinético da

fermentacdo alcoodlica foram determinadas, periodicamente e a cada duas horas, as principais
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varidveis envolvidas no processo fermentativo (°Brix, pH, teor alcodlico, concentracio celular

e temperatura), para cada ensaio contido na matriz de planejamento (E1-E6).

4.2.1 Evolucao dos valores do teor alcodlico (°GL)
A evolugao dos valores do teor alcodlico foi verificada a cada duas horas para todos os
ensaios de fermentacdo mostrando o perfil cinético para cada ensaio possibilitando um melhor

entendimento do processo como pode ser visto na figura 4.3.
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Figura 4. 3. Crescimento do teor alcodlico (°GL) em relacdo ao tempo para os experimentos
E1 (fermento fresco e 20 °Brix), E2 (fermento fresco e 18 °Brix), E3 (fermento fresco e 16
°Brix), E4 (fermento Granulado e 20 °Brix), E5 (fermento Granulado e 18 °Brix) e E6
(fermento Granulado e 16 °Brix).

O primeiro ensaio E1 (fermento fresco e 20°Brix) ndo teve produgdo significativa nas
duas primeiras horas de fermentacdo, ja a partir da quarta hora houve um crescimento
exponencial até 12 horas e, apds esse periodo, teve uma desaceleracdo na producao até chegar
a uma constante evidenciando o fim do processo fermentativo com 18 horas de processo e
teve uma produgao media de 7,8 °GL, os demais ensaios tiveram um comportamento similar,

para E2 a desaceleracdo ocorreu na decima hora de fermentacdo e a estabilidade na decima
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sexta hora, tendo uma produ¢dao média de 7,8 °GL, E3 teve comportamento idéntico a E2,
mas com uma producdo media de 7,4 °GL, no quarto ensaio E4 ndo houve producio
significativa de dlcool nas duas primeiras horas de fermentacdo, assim como nos outros
ensaios, mas apos esse periodo o crescimento se deu de forma exponencial e mais acentuada
que em El, E2 e E3 sofrendo uma desaceleracio com 8 horas de processo fermentativo e
chegando a estabilidade com 14 horas e uma producdo média de 8,0 °GL, E5 e E6 tiveram um
comportamento semelhante a E4, mas chegaram a estabilidade com 12 horas de fermentacdo e
tiveram uma producdo média de 7,76 e 7,03 °GL, respectivamente.

Os dados obtidos foram tratados com software computacional gerando equacgdes
matematicas de quinta ordem que possibilitam estimar os valores de °GL para qualquer tempo
da fermentacdo, as equacdes obtidas foram do tipo Ei.6= A + Bt + Ct? + Dt + Et* + Ft°, com
seus respectivos coeficientes Tabela 4.1.

Tabela 4. 1. Valores de A, B, C, D, E e F da equacdo do tipo A + Bt + Ct> + D + Et* + FY
Para o crescimento do teor alcodlico em relagio ao tempo.

A B C D E F
El -0,0252 -0,1636 0,1134 0,0039 -0,001 3,25E-05
E2 -0,0235 -0,293 0,1909 -0,0051 -0,0007 3,16E-05
E3 0,0445 -0,9589 0,5058 -0,0502 0,0018 -1,80E-05
E4 0,0151 -1,369 0,8666 -0,115 0,0062 -0,0001
E5 0,0035 -0,8671 0,4481 0,0003 -0,0059 0,0003
E6 0,0181 -1,3963 0,8279 -0,0835 0,0012 9,77E-05

Os dados obtidos foram semelhantes ao estudo realizado por Parente (2014) obteve
valeres médios de 8,84°GL na producdo de aguardente de abacaxi. Valores préximos ao de

Muniz (2009) que variaram de 7,35 a 8,0 na fermentagdo alcodlica do caldo de algaroba.

4.2.2 Evolucao dos valores de sdlidos solaveis totais (°Brix)
A evolucdo dos valores dos sélidos soldveis totais foi verificado a cada duas horas
para todos os ensaios de fermentagdo mostrando o perfil cinético para cada ensaio

possibilitando um melhor entendimento do processo como pode ser visto na figura 4.4.
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Figura 4. 4. Decaimento da concentracdo de substrato (°Brix) em relagdo ao tempo para os
experimentos E1 (fermento fresco e 20 °Brix), E2 (fermento fresco e 18 °Brix), E3 (fermento

fresco e 16 °Brix), E4 (fermento Granulado e 20 °Brix), E5 (fermento Granulado e 18 °Brix)
e E6 (fermento Granulado e 16 °Brix).

Todos os ensaios de fermentagdo tiveram uma pequena queda nos valores de °Brix nas
duas primeiras horas, e, logo ap6s esse periodo tiveram uma queda acentuada evidenciando o
periodo de adaptacdo sofrido pelas leveduras ao meio. Os ensaios contendo o fermento
granulado (E4, ES e E6) sofreram uma queda mais acentuada em relacdo ao tempo do que os
ensaios contendo fermento fresco (E1, E2 e E3), consequentemente tiveram um menor tempo
de fermentacdo (Figura 4.4). Para E1 o decaimento acentuado se deu até a decima segunda
hora do processo, apds esse periodo houve uma desaceleragdo gradual ate chegar a uma
constante de 4,2 °Brix na decima oitava hora do processo. Ja em E2 o inicio da desaceleragdo
também teve inicio na décima segunda hora do processo. Mas alcancando uma constante de
3,6 °Brix na decima sexta hora de processo. Para E3 o inicio da desaceleracdo foi na décima
hora atingindo a constante de 3,2 °Brix na décima sexta hora de processo. Para E4, ES e E6 a

desaceleracdo teve inicio na oitava hora de processo e alcancando a estabilidade nas decima
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segunda, décima segunda e décima quarta horas respectivamente, com valores de 4,63; 4,53 e
4,06 °Brix, respectivamente.

Os dados obtidos foram tratados com software computacional gerando equacdes
matematicas de quinta ordem que possibilitam estimar os valores de °Brix para qualquer
tempo da fermentacio, as equagdes obtidas foram do tipo Ei.6= A + Bt + Ct> + Dt? + Et* + Ft5,
com seus respectivos coeficientes Tabela 4.2.

Tabela 4. 2. Valores de A, B, C, D, E e F da equacio do tipo A + Bt + Ct? + Dt + Et* + Ft’
Para o decaimento da concentracio de substrato (°Brix) em relagdo ao tempo.

A B C D E F
El 20,0001 -0,1581 -0,0822 -0,0166 0,002 -5,09E-05
E2 18,0142 0,6184 -0,4302 0,0293 -0,0004 -1,00E-05
E3 15,9594 1,0197 -0,558 0,0381 -6,92E-05  -3,61E-05
E4 19,9998 1,7355 -1,2306 0,142 -0,0058 6,68E-05
E5 17,9961 2,1088 -1,4125 0,1582 -0,0047 -4,82E-05
E6 15,9816 2,5885 -1,8865 0,2804 -0,016 0,0003

Segundo Aquarone (1983) o valor final do °Brix deve ser zero ou préximo a zero fato
que ndo foi observado onde foi obtida uma média final de 4,3 °Brix, o mesmo fato foi
observado por: SANTANA et al. (2008) utilizaram, em estudo referente a otimizagdo por
andlise de superficie de resposta da hidrélise do amido de mandioca por a-amilase fingica (A.

niger), por Muniz (2009), por Silva (2009).

4.2.3 Evolucao dos valores de pH

O pH inicial foi corrigido para 4,30 para todos os ensaios com &cido sulfirico (H2SO4)
10%. A evolucao dos valores do pH foram verificadas a cada duas horas para todos os ensaios
de fermentacdo mostrando o perfil cinético para cada ensaio possibilitando um melhor

entendimento do processo como pode ser visto na figura 4.5.
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Figura 4. 5. Comportamento dos valores de pH em relacdo ao tempo de fermentacio para os
experimentos E1 (fermento fresco e 20 °Brix), E2 (fermento fresco e 18 °Brix), E3 (fermento
fresco e 16 °Brix), E4 (fermento Granulado e 20 °Brix), E5 (fermento Granulado e 18 °Brix)
e E6 (fermento Granulado e 16 °Brix).

Os ensaios contendo o fermento fresco (E1, E2 e E3) apresentaram o mesmo
comportamento diferentemente dos ensaios contendo o fermento granulado (E4, ES e E6), que
apresentaram comportamento avulso com valores finais de: 4,10; 4,11; 4,11; 4,16; 4,26 e
4,21, respectivamente.

Os dados obtidos foram tratados com software computacional gerando equacgdes
matematicas de quinta ordem que possibilitam estimar os valores de pH para qualquer tempo
da fermentacio, as equagdes obtidas foram do tipo Ei.c= A + Bt + Ct> + Dt + Et* + Ft, com

seus respectivos coeficientes Tabela 4.3.
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Tabela 4. 3. Valores de A, B, C, D, E e F da equagao do tipo A + Bt + Ct> + Dt + Et* + FY
Para o comportamento do pH em rela¢do ao tempo.

A B C D E F
El 4,3018 -0,0075 -0,0048 0,0007 3,64E-05 6,81E-07
E2 4,3003 0,003 -0,0096 0,0015 -8,89E-05  1,90E-06
E3 4,3005 0,0033 -0,0102 0,0016 0,0001 2,40E-06
E4 4,3004 -0,0122 -0,0042 0,0014 0,0001 4,11E-06
E5 4,2999 -0,0123 0,0058 -0,0012 947E-05  -2,60E-06
E6 4,3002 0,0075 -0,006 0,0012 -0,0001 3,91E-06

Apesar da diminuicdo dos valores do pH este se manteve dentro da faixa considerada
ideal para o processo fermentativo que é de 4,0 a 4,5 esse comportamento também foi
observado por Bortolini et al. (2001) em trabalhos com fermentados com kiwi verificaram que

a faixa encontrada para o pH foi entre 3,82 a 4,45.

4.2.4 Evolucao dos valores Temperatura
A evolucdo dos valores da temperatura foi verificada a cada duas horas para todos os
ensaios de fermentacdo mostrando o perfil cinético para cada ensaio possibilitando um melhor

entendimento do processo como pode ser visto na figura 4.6.
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Figura 4. 6. Comportamento da temperatura em relagdo ao tempo para os experimentos El
(fermento fresco e 20 °Brix), E2 (fermento fresco e 18 °Brix), E3 (fermento fresco e 16

°Brix), E4 (fermento Granulado e 20 °Brix), ES (fermento Granulado e 18 °Brix) e E6
(fermento Granulado e 16 °Brix).
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A temperatura teve um comportamento semelhante em ambos os ensaios com um
répido crescimento e logo apds uma queda acentuada com picos de temperatura nos dpices do
processo fermentativo, todos os ensaios tiveram inicio com 23,6 °C com picos de temperatura
em 27.4; 27,0; 26,9; 27,3; 27,9 e 28,0 °C respectivamente com um aumento médio de 3,5 °C
ao término do processo fermentativo a temperatura média foi de 24,4 °C.

Os dados obtidos foram tratados com software computacional gerando equacdes
matemadticas de quarta ordem que possibilitam estimar os valores da temperatura para
qualquer tempo da fermentagio, as equacgdes obtidas foram do tipo Ei.6= A + Bt + Ct> + Dt +

Et*, com seus respectivos coeficientes Tabela 4.4.

Tabela 4. 4. Valores de A, B, C, D e E da equacio do tipo A + Bt + Ct> + Dt® + Et* Para o
comportamento da temperatura em relacdo ao tempo.

A B C D E
El 23,7692 -0,0973 0,1612 -0,0167 0,0005
E2 23,6674 0,1168 0,1191 -0,0139 0,0004
E3 23,716 -0,007 0,1113 -0,0115 0,0003
E4 23,611 0,1064 0,2577 -0,038 0,0014
E5 23,6636 -0,6581 0,6472 -0,0915 0,0036
E6 23,5931 -0,4977 0,6166 -0,0928 0,0038

A temperatura € um fator de extrema importancia, em que sua variacdo entre 25° a
33°C admite atingir alto rendimento alcodlico por permitir uma fermenta¢do mais eficiente e

também por minimizar as perdas por evaporacdo (AQUARONE et al., 1983).

4.2.5 Evolucio dos valores de biomassa (células)
O crescimento celular foi verificado a cada duas horas para todos os ensaios de
fermentacdo, mostrando o perfil cinético de cada ensaio possibilitando um melhor

entendimento do processo como pode ser visto na figura 4.7.
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Figura 4. 7. Comportamento do crescimento da biomassa em relacio ao tempo para os
experimentos E1 (fermento fresco e 20 °Brix), E2 (fermento fresco e 18 °Brix), E3 (fermento
fresco e 16 °Brix), E4 (fermento Granulado e 20 °Brix), E5 (fermento Granulado e 18 °Brix)
e E6 (fermento Granulado e 16 °Brix).

Os ensaios que continham o fermento fresco (El, E2 e E3) apesentaram um
comportamento semelhante com uma concentraco inicial média de 17,6 gL', apresentando
um leve crescimento ao decorrer do processo fermentativo com um crescimento médio de
3,96 gL' . J4 os ensaios contendo o fermento granulado (E4, E5 e E6) apresentaram um
comportamento avulso, tendo inicio com uma concentragio média de 31,2 gL' com um
crescimento mais acentuado em relacdo a E1, E2 e E3 de 6,8 gL'

Esse comportamento pode ser explicado pela alta densidade celular do fermento
granulado e a grande quantidade de dgua e impurezas presentes no fermento fresco.

Os dados obtidos foram tratados com software computacional gerando equagdes
matematicas de segunda ordem para os experimentos contendo fermento fresco (El, E2 e E3),
de terceira ordem para E4 (fermento granulado e 20°Brix), de quarta ordem para ES (fermento
granulado e 18°Brix) e E6 (fermento granulado e 16°Brix) que possibilitam estimar os valores

da biomassa para qualquer tempo da fermentac¢do, as equagdes obtidas foram do tipo E13- A
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+Bt+ Ct; Es= A + Bt + Ct> + Dt ; Ess= A + Bt + Ct? + Dt® + Et* com seus respectivos

coeficientes Tabela 4.5.

Tabela 4. 5. Valores de A, B, C, D e E da equagio do tipo A + Bt + Ct? + Dt® + Et* para o
crescimento da biomassa em relagdo ao tempo.

A B C D E
El 17,8127 0,108 0,0066
E2 18,2339 0,0494 0,0114
E3 17,3897 0,3266 -0,0068
E4 31,6288 -0,126 0,0539 -0,0004
E5 31,3357 -1,1264 0,725 -0,0924 0,0036
E6 30,6374 1,9689 -0,6685 0,0873 -0,0035

Segundo silva (2007) a Saccharomyces cerevisiae tem maior rendimento em biomassa
no caldo da algaroba que em meios comuns (caldo de cana de acticar). Kalanty (2012) relata
que o fermento granulado possui maior vida 1til, tem menor umidade aumentando o nimero

de células por unidade de massa.

4.3. Calculo de produtividade, rendimento tedrico, rendimento em biomassa, percentual

conversao e producao de alcool por quilo de vagem.

4.3.1 Produtividade (g L' h'!)

Os valores de produtividade (g L' h!') foram calculados pela equacdo (3) e tratados
pelo software ASSISTAT versao 7.7 beta (2016) aplicando teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Tabela 4. 6 Médias de interacdo fator 1 (Fermento) x fator 2 (°Brix), (A x B) para a
produtividade (g L'' h').

B(°Brix)
A (fermento)
B1 (20) B2 (18) B3 (16)
Al (fresco) 0,3493 bC 0,3940 bA 0,37401 bB
A2 (granulado) 0,4620 aC 0,5237 aA 0,4743 aB
dms para colunas = 0,0064 dms para linhas =0,0078

De acordo com os resultados obtidos, o melhor valor de °Brix para a produtividade foi
18°Brix e o melhor tipo de fermento foi o fermento granulado, doutro modo os piores
resultados foram para 20°Brix e fermento fresco.

Silva (2009), Parente (2014) obtiveram valores muito superiores aos encontrado nesse

trabalho, 3,69 e 2,94, respectivamente. ALMEIDA et al. (2006) realizaram o estudo cinético
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da fermentacdo alcodlica na producdo do fermentado de fruto de mandacaru (Cereus

jamacaru P. DC). Obtendo uma produtividade de 1,75 (g L'1.h).

4.3.2 Rendimento teorico (Yps)

Os valeres do rendimento tedrico (Yps) foram calculados pela equacdo (4) e tratados
pelo software ASSISTAT versao 7.7 beta (2016) aplicando teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Tabela 4. 7 Médias de interacdo fator 1 (Fermento) x fator 2 (°Brix), (A x B) para o
rendimento do produto (Yps).

B (°Brix)
A (fermento)
B1 (20) B2 (18) B3 (16)
Al (fresco) 0,4905 bC 0,5416 bB 0,5781 bA
A2 (granulado) 0,5205 aC 0,5767 aB 0,5894 aA
dms para colunas = 0,0098 dms para linhas = 0,0119

De acordo com os resultados obtidos, o melhor valor de °Brix para o rendimento foi
16°Brix e o melhor tipo de fermento foi o fermento granulado doutro modo os piores
resultados foram para 20°Brix e fermento fresco.

Parente (2014) obteve resultados semelhantes na producdo de aguardente de abacaxi
(0,405 a 0,504), onde os melhores resultados foram para 17 °Brix. Fato também relatado por
Silva (2009) onde obteve 0,442 para 17°Brix. ALMEIDA et al. (2006) realizaram o estudo
cinético da fermentagdo alcodlica na producdo do fermentado de fruto de mandacaru (Cereus
jamacaru P. DC). O fermentado foi produzido em reator batelada (duplicata) na temperatura

de 30 £ 2°C obtendo Y = 0,461.

4.3.3 Rendimento em biomassa (Yxss)

Os valeres do rendimento em biomassa (Yxs) foram calculados pela equacdo (5) e
tratados pelo software ASSISTAT versao 7.7 beta (2016) aplicando teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Tabela 4. 8 Médias de interacdo fator 1 (Fermento) x fator 2 (°Brix), (A x B) para o
rendimento da biomassa (Ys).

A (fermento) B ("Brix)
B1 (20) B2 (18) B3 (16)
Al (fresco) 0,263 bA 0,3003 bA 0,26 bA
A2 (granulado) 0,4983 aA 0,507 aA 0,501 aA
dms para colunas = 0,14347 dms para linhas =0,21507
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De acordo com os resultados obtidos, o °Brix ndo apresentou diferenca significativa
no rendimento em biomassa, o fermento que apresentou o melhor desempenho foi o fermento

granulado.

4.3.4 Percentual de conversao

Os valores para o percentual de convercao foram calculados pela equagdo (6) e
tratados pelo software ASSISTAT versdo 7.7 beta (2016) aplicando teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Tabela 4. 9 Médias de interagdo fator 1 (Fermento) x fator 2 (°Brix), (A x B) para o
percentual de conversao em produto.

B (°Brix)
A (fermento)
B1 (20) B2 (18) B3 (16)
Al (fresco) 75,9947 bC 84,8010 aB 90,5080 aA
A2 (granulado) 78,2773 aC 84,4383 aB 86,0237 bA
dms para colunas = 1.0694 dms para linhas = 1.3090

De acordo com os resultados obtidos, o melhor valor de °Brix para o rendimento foi
16°Brix e o melhor tipo de fermento foi o fermento fresco e os piores resultados foram para
20°Brix e fermento fresco.

Esses resultados sdo maiores que os 72,00% encontrados por SILVA (2002) quando
estudou a extracdo do caldo de algaroba para producdo de aguardente, Muniz (2009) obteve
74,3% de conversao em seu estudo de fermentacdo de caldo de algaroba. Porem € inferior aos
valores encontrados por Fontan (2011) obteve alto valor no percentual de conversao (94,0%)

na producdo de vinho de melancia.

4.3.5. Producio de 4lcool por quilo de vagem (L Kg1)

Os valores para a produgio de dlcool por quilo de vagem (L Kg™') foram calculados
pela equacgdo (7) e tratados pelo software ASSISTAT versdo 7.7 beta (2016) aplicando teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 4. 10 Médias de interacdo fator 1 (Fermento) x fator 2 (°Brix), (A x B) para a
producdo media de dlcool por quilograma de vagem.

B (°Brix)
A (fermento)
B1 (20) B2 (18) B3 (16)
Al (fresco) 0,1632 bC 0,1820 aB 0,1942 aA
A2 (granulado) 0,1680 aC 0,1812 aB 0,1846 bA
dms para colunas = 0.0023 dms para linhas = 0.0029
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De acordo com os resultados obtidos, o melhor valor de °Brix para o rendimento foi
16°Brix e o melhor tipo de fermento foi o fermento fresco em contrassenso os piores
resultados foram para 20°Brix e fermento fresco.

A producdo media de dlcool por quilograma de cana de agicar é de 0,085 a 0,09 (L

Kg'l).

4.4 Caracteristicas do bioetanol

O bioetanol produzido foi caracterizado pela metodologia especificada pela Agéncia
Nacional de Petréleo, Biocombustiveis e gids natural (ANP), e posteriormente comparados
com os parametros por ela estabelecidos.

Tabela 4. 11 Caracteristicas fisico-quimicas do bioetanol confrontadas com a legislacdo
vigente.

Limite
o . Resul
Caracteristica Unidade EAC EHC EIID—IZC esultado
Limpido e isento de impuresas
Aspecto - (LID) (LID)
Cor - 4 | 5 5
Acidez total,,n'lax. (c?rp miligramas m/L 30 28.2
de acidoacético)
Condutividade elétrica, max. uS/m 300 282,33
- o 805,2 a 7997
Massa especifica a 20°C. kg/m3 791,5 max a 809
811,2
802,8
95,5
Teor alcodlico % massa | 99,3 min. 92,52 a 94,2
94,6
96,5
Potencial hidrogenidnico (pH) 6a8 6,28
Teor de etanol, min. % volume 98 94,5 96,3 95,5
Residuo por evapora¢do, max. mg/100mL 5 -

O bioetanol obtido foi um produto incolor livre de impurezas com acidez titulavél de
28,2 mg de acido acético, condutividade elétrica de 282,33uS/m, com massa especifica de
809 Kg m™, teor alcodlico de 95,5°GL, pH de 6,28 e ndo apresentou residuo por evaporagio

em 100ml. Atendendo aos parametros preestabelecidos pela ANP.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos conclui-se que:

v

v

O fermento granulado diminui em média quatros horas o processo de fermentacio se
comparado ao fermento fresco.

O experimento E6 (fermento granulado e 16°Brix) teve o melhor rendimento em
produto.

O experimento E5 (fermento granulado e 18°Brix) teve o melhor rendimento em
biomassa e em produtividade.

A concentragdo de sdlidos soldveis totais ndo apresenta influéncia significativa na
multiplicagdo da biomassa.

O experimento E3 (fermento fresco e 16°Brix) teve o maior percentual de conversado e
producdo de dlcool por quilo de vagem.

O bioetanol produzido atende a legislacao vigente.
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APENDICE (Tabelas com os valores em triplicata e médios de: pH, Temperatura, °Brix,
°GL e Biomassa. Para os ensaios E1 (fermento fresco e 20°Brix), E2 (fermento fresco e

18°Brix), E3 (fermento fresco e 16°Brix), E4 (fermento granulado e 20°Brix), ES (fermento
granulado e 18°Brix) e E6 (fermento granulado e 16°Brix)).
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Tabela A 1: Variacdo dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em relagcdo ao
tempo Para E1 (fermento fresco e 20 °Brix).

Tempo pH Temperatura °Brix
0 4,4 4,3 4,3 23,6 23,4 23,6 20 20 20
2 4,28 4,3 4,27 24,6 24,6 24,7 19,2 19 19,5
4 4,22 4,21 4,22 24,6 24,8 24,7 17,5 17,7 18,6
6 4,19 4,2 4,17 25,6 25,7 25,8 14,2 14,3 14,2
8 4,15 4,17 4,17 26,3 26,5 26,5 11,7 11,6 11,8
10 4,13 4,13 4,14 274 27,4 27,6 8,2 8,3 8,1
12 4,13 4,12 4,13 25,9 25,8 25,8 5,7 5,8 5,6
14 4,11 4,1 4,12 25,4 25,4 25,4 4.4 4,3 4,2
16 4,11 4,09 4,13 24.5 24,6 24,5 4,1 4,2 4,2
18 4,1 4,12 4,1 24 24,2 24 4,2 4,2 4,1
Continuagdo da tabela Al
Tempo °GL Biomassa
0 0 0 0 18,5 15,5 19
2 0 0 0 14 20,5 20,5
4 1,3 1,3 1,2 20 16 19,5
6 2,97 2,9 2,86 20,5 16,5 18,5
8 4,25 4,22 4,26 19,5 18,5 18
10 6,7 6.8 6,3 19,5 18 21
12 7,6 7.4 7.4 18 20 23,5
14 7,6 7,7 7,6 21,5 20 20,5
16 7,8 7,8 7,8 20 18,5 25
18 7,8 7,7 7,8 20,5 21,5 23,5

Tabela A 2 Médias dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em relacdo ao
tempo Para E1 (fermento fresco e 20 °Brix).

Médias

pH Temperatura °Brix °GL Biomassa
4,3 23,6 20 0 17,7
4,28 24,6 19,2 0 18,3
4,22 24,7 17,7 1,3 18,5
4,19 25,7 14,2 2,9 18,5
4,17 26,5 11,7 4,25 18,7
4,13 27,4 8,2 6,7 19,5
4,13 25,8 5,7 7.4 20,5
4,11 254 4,3 7,6 20,7
4,11 24,5 4,2 7,8 21,2
4,1 24 4,2 7,8 21,8
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Tabela A 3 Variacdo dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em relacdo ao
tempo Para E2 (fermento fresco e 18 °Brix).

Tempo pH Temperatura °Brix
0 4,4 4,3 4,3 23,6 23,4 23,6 18 18 18
2 4,43 4,35 4,3 24.6 24,6 24,7 17,8 17,6 17,8
4 4,27 4,21 4,23 24,7 24,8 24,7 15,3 15,4 15,5
6 4,19 4,2 4,17 26,5 26,4 26,3 11,9 11,8 11,8
8 4,17 4,22 4,17 27 27,2 27 8,6 8,9 8,9
10 4,15 4,14 4,14 26,4 26,6 26,4 5.8 59 5,8
12 4,14 4,14 4,13 26,3 26,2 25,8 4 4,1 3.9
14 4,12 4,1 4,12 25,5 25,6 254 3,6 3,7 3,6
16 4,11 4,11 4,13 24,4 24,4 24,5 3,6 3,6 3,6
Continuagdo tabela A 3
Tempo °GL Biomassa
0 0 0 0 17,5 17 19
2 0 0 0 18 19,5 19
4 1,5 1,5 1,52 19 19 18,5
6 3,35 3,33 3,38 19,5 18,5 19,5
8 4,9 4,88 5 19 18,5 20
10 7,3 7,1 7 20,5 20 18
12 7,6 7,5 7.4 22,5 18 21
14 7,8 7,7 7,8 18,5 21,5 23
16 7,8 7,8 7,8 21,5 20,5 24.5

Tabela A 4 Médias dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em relacdo ao
tempo Para E2 (fermento fresco e 18 °Brix).

Médias

pH Temperatura °Brix °GL Biomassa
4,3 23,6 18 0 17,8
4,35 24,6 17,8 0 18,8
4,23 24,7 15,4 1,5 18,8
4,19 26,4 11,8 3,35 19,2
4,17 27 8,9 4,9 19,2
4,14 26,4 5,8 7,1 19,5
4,14 26,2 4 7,5 20,5
4,12 25,5 3,6 7,8 21
4,11 24,4 3,6 7,8 22,2

61



Tabela A 5 Variacdo dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em relacdo ao
tempo Para E3 (fermento fresco e 16 °Brix).

Tempo pH Temperatura °Brix
0 4.4 4,3 4,3 23,6 23,6 23,7 16 16 16
2 4,3 4,28 4,2 243 24,4 24,4 15,9 15,8 15,9
4 4,27 4,21 4,23 243 24.6 24,7 13,7 13,6 13,7
6 4,16 4,2 4,19 25,5 25,7 25,5 9,9 10 9,8
8 4,17 4,5 4,17 25,7 25,9 25,8 6,2 6.4 6,2
10 4,15 4,16 4,14 27,1 26,8 26,9 4,2 4,1 4,3
12 4,12 4,14 4,13 254 25,6 25,8 34 3.5 3.5
14 4,12 4,1 4,12 25,1 25,1 249 3,2 33 3,2
16 4,11 4,1 4,12 244 24,2 24.5 3,2 3,2 3,2
Continuagdo tabela A 5
Tempo °GL Biomassa
0 0 0 0 18,5 16,5 17
2 0 0 0 17,5 18,5 18,5
4 1,1 1,3 1,1 19 18 18,5
6 4,25 4,2 4,2 21,5 20 16
8 5,6 5,7 5,9 21 18 19,5
10 7 6,8 7,2 20 19,5 20
12 7,3 7,2 7,3 21 21 19
14 7.4 7,6 7.4 20,5 20,5 22
16 7.4 7.4 7.4 20 20 22

Tabela A 6 Médias dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em relacdo ao
tempo Para E3 (fermento fresco e 16 °Brix).

Médias

pH Temperatura °Brix °GL Biomassa
4,3 23,6 16 0 17,3
4,28 24,4 15,9 0 18,2
4,23 24,6 13,7 1,1 18,5
4,19 25,5 9,9 4,2 19,2
4,17 25,8 6,2 5,7 19,5
4,15 26,9 4,2 7 19,8
4,13 25,6 3,5 7,3 20,3
4,12 25,1 3,2 7,4 21
4,11 24,4 3,2 7,4 20,7
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Tabela A 7 Variacdo dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em relacdo ao
tempo Para E4 (fermento granulado e 20 °Brix).

Tempo pH Temperatura °Brix
0 4.4 4.4 4,3 23,6 23,5 23,6 20 20 20
2 4,36 4,35 4,35 24,6 24,6 247 19,5 19,7 19,6
4 4,34 4,39 4,33 26,1 26,2 26 14,7 15 14,9
6 4,24 4,25 4,2 27,2 27,1 26,8 9,8 9,9 9,9
8 4,24 4,25 4,22 27,2 27,3 27,3 6 5,9 6
10 4,2 4,22 4,18 26,3 26,2 26,3 4,8 4,8 4,7
12 4,15 4,14 4,19 25,2 25 25,1 4,6 4,6 4,7
14 4,13 4,1 4,12 249 24.5 247 4,6 4,7 4,6
Continuagdo da tabela A 7
Tempo °GL Biomassa
0 0 0 0 31 31 32,5
2 0 0 0 32 30,5 33
4 2,4 2,2 2,4 34 30,5 32
6 5,6 5,2 5,4 33 32 31,5
8 7,1 6,8 7 34,5 33 34
10 7,7 7,9 7,6 34 36 37
12 8 8,1 7,8 40 34,5 36,5
14 8,1 7,9 8 40,5 37 40

Tabela A 8 Médias dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em relacdo ao
tempo Para E4 (fermento Ganulado e 20 °Brix).

Médias

pH Temperatura °Brix °GL Biomassa
4,37 23,6 20,00 0,00 31,5
4,35 24,6 19,60 0,00 31,8
4,35 26,1 14,87 2,33 32,2
4,23 27 9,87 5,40 32,2
4,24 27,3 5,97 6,97 33,8
4,2 26,3 4,77 7,73 35,7
4,16 25,1 4,63 7,97 37
4,12 24,7 4,63 8,00 39,2

63



Tabela A 9 Variacdo dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em relacao ao
tempo Para ES5 (fermento granulado e 18 °Brix).

Tempo pH Temperatura °Brix
0 4.4 4.4 4,3 23,6 23,6 23,6 18 18 18
2 4,37 4,36 4,37 24,4 24,4 24,7 17,7 17,8 17,7
4 4,34 4,39 4,33 26,4 26,2 26 12,7 12,8 12,8
6 4,3 4,32 4,29 27,9 27,5 27,8 7.4 7,6 7.4
8 4,28 4,28 4,29 28,1 28 27,8 4.8 4,9 4,8
10 4,27 4,25 4,28 25,6 25,5 25,5 4,5 4,6 4,5
12 4,27 4,27 4,25 24.8 244 24.5 4.5 4.5 4,6
Continuagdo da tabela A9
Tempo °GL Biomassa
0 0 0 0 30 31 33
2 0 0 0 34 29 31,5
4 2,6 24 24 33,5 32,5 33
6 5.9 5,6 5.8 34,5 35 38,5
8 7,6 1,7 7,5 36 36 36
10 7,8 7.9 7,6 37,5 36 37
12 7,8 7,7 7,8 38,5 36 40

Tabela A 10 Médias dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em rela¢do ao
tempo Para ES (fermento Ganulado e 18 °Brix).

Médias

pH Temperatura °Brix °GL Biomassa
4,37 23,6 18 0 31,3
4,37 24,5 17,73 0 31,5
4,35 26,2 12,77 2,47 33

4,3 27,73 7,47 5,77 36
4,28 27,97 4,83 7,6 36
4,27 25,53 4,53 7,77 36,8
4,26 24,57 4,53 7,77 38,2
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Tabela A 11 Variacdo dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em relacao
ao tempo Para E6 (fermento granulado e 16 °Brix).

Tempo pH Temperatura °Brix
0 4.4 4.4 4,3 23,6 23,5 23,6 16 16 16
2 4,37 4,37 4,37 24,4 24,4 24,4 15,5 15,4 15,6
4 4,34 4,39 4,33 26,4 26,2 26,4 10,5 10,6 10,7
6 4,3 4,32 4,3 28 28,2 28 5.4 54 5,6
8 4,26 4,26 4,26 26,4 26,5 26,6 4.4 4,2 4.4
10 4,23 4,23 4,22 25,5 25,3 25,4 4,2 4,1 4
12 4,21 4,2 4,21 24,1 24,2 24,1 4,2 4 4
Continuagdo tabela A 11
Tempo °GL Biomassa
0 0 0 0 30,5 30,5 31
2 0 0 0 32,5 33 31,5
4 2,5 2,5 24 32,5 32,5 33,5
6 6,2 6 6 32,5 31 35
8 6,8 6,8 7 33 33 35
10 7,1 7 7,1 30,5 38 40,5
12 7,1 7 7 33,5 38,5 38

Tabela A 12 Médias dos parametros pH, Temperatura, °Brix, °GL e biomassa em rela¢do ao
tempo Para E6 (fermento Ganulado e 16°Brix).

Médias

pH Temperatura °Brix °GL Biomassa
4,37 23,60 16,00 0,00 30,70
4,37 24,40 15,50 0,00 32,30
4,35 26,30 10,60 2,47 32,80
4,31 28,10 5,47 6,07 32,80
4,26 26,50 4,33 6,87 33,70
4,23 25,40 4,10 7,07 36,30
4,21 24,10 4,07 7,03 36,70
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Tabela A 13 Massa dos eppendorf vazios e com a biomassa respectivamente para El
(fermento fresco e 20 °Brix) E2 (fermento fresco e 18 °Brix) E3 (fermento fresco e 16 °Brix).

EXPE. M1 M2 |EXPE. M1 M2 |EXPE. Ml M2

EITOI 0,904 0,941 |E2TOI 0,916 0,951 |E3TOI 0,918 0,955

EITOIl | 0,901 0,932 |E2TOIl | 0914 0,948 |E3TOII | 0,901 0,934

E1 TOIII| 0,907 0,945 |E2TOII| 0,893 0,931 |E3TOHI| 0,912 0,946

EITII 0,907 0,935 |E2TI11I 0,923 0,959 |E3TI1I 0,917 0,952

EITIII 0,89 0931 |E2TI1II | 0919 0,958 |E3TIII | 0,898 0,935

EITIIII| 0,92 0,961 |E2TI11II| 0,903 0,941 |E3T1HI| 0,907 0,944

E1T21 0,897 0,937 |E2T21 0,893 0,931 |E3T21 0,907 0,945

EIT21I | 0,913 0,945 |E2T21I | 0,884 0,922 |E3T21I | 0,909 0,945

E1 T21II| 0,915 0,954 |E2T21I| 0,895 0,932 |E3T21II| 0,901 0,938

E1T31 0,897 0,938 |E2T31 0,899 0,938 |E3T31 0,908 0,951

EIT31I | 0,922 0,955 |E2T31I | 0,905 0,942 |E3T31 | 0,909 0,949

E1 T31II| 0,907 0,944 |E2T31I| 0913 0,951 |E3T31II| 0,907 0,939

E1IT41 0,907 0,946 |E2T41 0,919 0,953 |E3T41 0,902 0,944

EIT411 | 0,904 0,941 |E2T411 | 0,891 0,928 |E3T41 | 0,899 0,935

E1IT410I| 0,913 0,949 |E2T41I| 0915 0,959 |E3T41I| 091 0,949

EITS51 0,902 0,941 |E2TS51 0,92 0,961 |E3TS51I 0,898 0,938

E1T5II | 0,901 0,937 |E2TSII | 0918 0,958 |E3TS51II | 0,896 0,935

EI TSIII| 0,906 0,948 |E2TS51I| 0,918 0,954 |E3T51I| 0,918 0,958

E1T61 0,905 0,941 |E2T61 0,916 0,961 |E3T61 0,92 0,962

E1T6II 0,89 093 |E2T6II | 0,888 0,924 |E3T6Il | 0,923 0,965

E1T61II| 0,898 0,945 |E2Telll| 09 0,942 |E3Te6III| 0,921 0,959

E1T71 0,901 0,944 |E2T71 0,922 0,959 |E3T71 0,919 0,96

EIT711 | 0,907 0,947 |E2T711 | 0,901 0,944 |E3T711 | 0,898 0,94

E1 T71I| 0,915 0,956 |E2T711| 0,909 0,955 |E3T71I| 0,921 0,965

E1T81 0,906 0,946 |E2T8I 0,894 0,937 |E3T8I1 0,917 0,963

E1 T8I | 0,908 0,945 |E2T8II | 0,893 0,934 |E3T8II | 0,903 0,948

EI T8 III| 0911 0,961 |E2T8III| 0,909 096 |E3T8III| 0,923 0,962

EIT91 0,921 096 |- - - - - -

EIT9Il | 0,926 0,969 |- - - - - -

EIT9OIII| 0,914 0,961 |- - - - - -

Em que:
M1: € a massa do eppendorf vazio.
M2: € a massa do eppendorf contendo a biomassa.

T: € o tempo decorrido no processo (TO = 0 hora, T1 = 2 horas, T2 = 4 horas, T3 = 6 horas,
T4 = 8 horas, T5 = 10 horas, T6 = 12 horas, T7 = 14 horas, T8 = 16 horas, T9 = 18 horas,).
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Tabela A 14 Massa dos eppendorf vazios e com a biomassa respectivamente para E4
(fermento granulado e 20 °Brix) ES (fermento granulado e 18 °Brix) E6 (fermento granulado

e 16 °Brix).

EXPE. M1 M2 | EXPE. M1 M2 | EXPE. M1 M2
E4TOI 0,923 0,985 |ESTOI 0,905 0,971 |E6TOI 0,915 0,976
E4TOIl | 0,922 0,984 |ESTOIl | 0,928 0,99 |E6TOIl | 0,903 0,962
E4TOIII| 0,923 0,988 |ESTOII| 0,898 0,958 |E6 TOIII| 0,909 0,971
E4TI11 0,902 0,966 |ESTII 0,898 0,966 |E6TII 0,902 0,967
E4TI11I | 0,905 0,966 |ESTII | 0,892 0,95 |E6TIII | 0,896 0,962
E4T11I| 0,915 0,981 |EST11I| 0,89 0,953 |E6TI1III| 0,918 0,981
E4T21 0,909 0,977 |EST21 0,925 0,992 |E6T21 0,918 0,983
E4T21I | 0,907 0,968 |EST21I | 0,902 0,967 |E6T211 | 0,903 0,968
E4T21I| 0,92 0,984 |EST21I| 0,906 0,972 |E6T21II| 0,924 0,991
E4T31 0,92 0,986 |EST3I 0,919 0,988 |E6T31 0,915 0,98
E4T31I | 0916 0,98 |EST31I 0,92 0,99 |E6T31I 0,9 0,962
E4 T3 11| 0,905 0,968 |EST31I| 0,921 0,998 |E6T3III| 0,896 0,966
E4T41 0,909 0,978 |E5ST41 0,894 0,966 |E6T41 0,908 0,974
E4T411 | 0913 0,979 |EST411 | 0,901 0,973 |E6T411 | 0,923 0,989
E4 T4 11| 0917 0,985 |EST411I| 0,893 0,965 |E6T4111| 0,916 0,986
E4T51 0,909 0,977 |ESTS51 0,921 0,996 |E6T51 0,916 0,977
E4T511 | 0,922 0,994 |ESTSII 0,91 0,982 |E6TSII | 0,906 0,982
E4 TS5 11| 0,902 0,976 |ESTSII| 0,916 0,99 |E6T5II| 0,928 1,009
E4T61 0,918 0,998 |EST6I 0,914 0,991 |E6T61 0,899 0,966
E4T61I | 0,906 0,975 |EST6II | 0,903 0,975 |E6T61I | 0,921 0,998
E4T6III| 0,907 0,98 |EST6II 0,9 0,98 |E6T6III| 0,925 1,001
E4T71 0,914 0,995 |- - - - - -
E4T71 | 0,906 0,98 |- - - - - -
E4T7111| 0911 0,991 |- - - - - -
Em que:

M1: € a massa do eppendorf vazio

M2: € a massa do eppendorf contendo a biomassa

T: € o tempo decorrido no processo (TO = 0 hora, T1 = 2 horas, T2 = 4 horas, T3 = 6 horas,
T4 = 8 horas, T5 = 10 horas, T6 = 12 horas, T7 = 14 horas, T8 = 16 horas, T9 = 18 horas,).
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