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APRESENTACAO

Empresas do segmento de alimentos e bebidas que adotam inovacédo e
tecnologia em seus produtos, processos e servigos sao reconhecidas e valorizadas
pelo consumidor, consequentemente competitivas no mercado. A area industrial
alimenticia é apenas uma das inUmeras op¢des que 0 engenheiro quimico tem como
campo de trabalho. Mas dentro desta, suas atribuicbes sé&o variadas, formando um
profissional capaz de atuar em multiplas tarefas.

A necessidade de novas tecnologias na industria de alimentos requer otimizacéo
dos processos de transformacéo e fabricacdo, desenvolvimento de novos produtos,
avanco da biotecnologia, garantia no controle da qualidade dos produtos, andlise
econbmica dos processos, além da garantia do controle ambiental dos rejeitos e
efluentes industriais.

A inovacéo é fundamental para o desenvolvimento de qualquer empresa. No
setor de alimentos ndo é diferente, e cada vez mais os consumidores desejam
consumir novos produtos que consigam aliar sabor, nutricdo, qualidade e seguranca.
Assim como uma destinacao correta de residuos e uso de subprodutos que favorecem
consumidor e meio ambiente.

Neste segundo volume, apresentamos inovagdes tecnologicas na Engenharia
Quimica no setor de alimentos e residuos de alimentos com estudos estatisticos
de controle e processos, modelagem matematica, estudo cinético, sinteses,
caracterizacdes, avaliacdo de propriedades, rendimento e controle analitico.

A Industria Alimentar esta em evolugcédo constante e a tecnologia desempenha
um papel cada vez mais importante neste setor. Os avancos cientificos e técnicos
permitem hoje produzir alimentos e bebidas que se adaptam melhor a procura dos
consumidores de uma forma segura, com processos produtivos mais sustentaveis e
eficientes, cobrindo a procura dos mercados globais.

Convidamos vocé a conhecer os trabalhos expostos neste volume relacionados
com alimentos, bebidas, residuos de alimentos com utilizagdo tecnoldgica de novos
recursos para o produto ou processo.

Bons estudos.

Carmen Lucia Voigt
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CAPITULO 5

CONTROLEIANALiTICO PARA FERMENTACAO
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RESUMO: Afermentacgéo alcoolica € o processo
reacional de transformagdo da sacarose em
alcool por meio da levedura Saccharomyces
Cerevisiae. Para que a fermentagdo alcéolica
ocorra, em boas condigdbes e com alto
rendimento & necessario um controle rigido
em diversos parametros de qualidade fisico-
quimicos e microbiolégicos como: qualidade do
substrato (mosto), temperatura de fermentacao,
pH, teor alcodlico, contaminagédo microbiana,
CO, concentragao de leveduras, entre outros.
Pensando nisso, o intuito deste trabalho, foi
determinar os principais parametros analiticos
fisico-quimicos e microbioldgicos, para controle
e otimizacdo do processo de fermentagcao
alcodlica demonstrando o impacto de cada
pardmetro analitico com a fermentacdo, cujo

Impactos das Tecnologias na Engenharia Quimica 2

estudo foi realizado com amostras coletadas na
CMAA - Companhia Mineira de Acucar e Alcool
S.A — Unidade Vale do Tijuco, que utiliza como
matéria prima a cana de acgucar. A fermentacéo
alcéolica para producéo de etanol vem sendo
estudada habastante tempo, portanto, otrabalho
compreendeu artigos com uma larga escala
de datas, demonstrando que a fermentagao
alcdolica deve seguir parametros rigidos de
qualidade por meio de métodos analiticos,
visando ganhos em eficiéncia de producéo,
pois os fungos leveduriformes utilizados para
realizar a fermentacéo sao seres unicelulares,
que podem sofrer estresses com facilidades,
por diversos fatores devidos mudancas bruscas
no seu meio de adaptacao, causando quedas
na viabilidade ou até mesmo levando a sua
morte em totalidade.
PALAVRAS-CHAVES:
Oxigenacéo. Unicelulares.

Microbiologicos.

ABSTRACT:Alcoholicfermentationisthereaction
process of the transformation of sucrose into
alcohol by means of Saccharomyces cerevisiae
yeast. For alcoholic fermentation to occur, in
good conditions and with high yield: substrate
quality (wort), fermentation temperature, pH,
alcohol content, microbial contamination, CO2,
yeast concentration, among others. In order to
control and optimize the alcoholic fermentation
process, it was demonstrated the impact of
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each of the analytical parameters with the fermentation, whose study was carried out
with the samples collected at CMAA - CompanhiaMineira de Acutcar e Alcool SA -
Vale do Tijuco Unit, which uses sugarcane as its raw material. Alcoholic fermentation
for the production of ethanol has been studied for a long time, therefore, the work is
complete with a large scale of data, demonstrating that the alcoholic fermentation must
follow quality parameters through analytical methods, aiming at gains in production
efficiency The triggering factors may be useful for fermentation at different levels, with
the possibility of reducing fatality.

KEYWORDS: Microbiological. Oxygenation. Unicellular

11 INTRODUCAO

Afermentacao é uma pratica bastante antiga, conhecida antes mesmo do ano 6000
a.C., com aplicagcao de diversos produtos, existindo registros capazes de comprovar a
utilizacao de muitos alimentos derivados desse processo por povos antigos, tais como
0s egipcios, assirios e babilénicos. (VILLEN, 2009).

O primeiro a realizar um estudo sobre fermentacao alcodlica foi Lavoisier, em
1789. Ja em 1857 Pasteur, demonstrou de forma mais clara a natureza deste processo,
analisando que grandes partes das fermenta¢des eram ocasionadas por leveduras.

As fermentacdes podem ser realizadas por processos descontinuos, continuos
alimentados, continuos e também por variagdes destes processos (BORZANI, 2001).
Sendo que o processo descontinuo € utilizado em 85% das destilarias do Brasil, cujo
sistema descontinuo é conhecido também como Melle-Boinot, (AMORIM; LEAO,
2005). Segundo TACIRO (2004), para aplicagdo de fermentacdo em um processo
industrial € necessario que o processo seja sempre uniforme e continuo para qualquer
volume de fermentacéo.

A producéo de etanol no Brasil é, na maioria dos casos oriunda da cana de
acucar, cujo cultivo e favorecido pelo clima, resultando em menor custo. (ANDRIETA
et. al., 2006).

Com a implantagdo do Proalcool, Programa Nacional do Alcool, em 1975, o
Brasil tornou-se o primeiro pais do mundo a desenvolver um programa de combustivel
alternativo em larga escala em substituicdo a gasolina. Desde entdo, o processo de
fermentacao alcodlica tem sido constantemente aprimorado. (ANDRIETA et. al., 2006)

Pensando na importancia da fermentacao alcodlica para a producéo de etanol,
combustivel renovavel, os autores do presente artigo propdéem a realizar ensaios
analiticos, fisico-quimicos como: pH, °BRIX, ART, teor alcodlico, concentracédo de
levedo, e microbiolégicos como: viabilidade, bastonetes e brotamento, para controle
da fermentacéo alcoodlica em industria alcooleira.

Impactos das Tecnologias na Engenharia Quimica 2 Capitulo 5




2 | MATERIAIS E METODOS

Foram determinadas analises fisico-quimicas e microbiolégicas em triplicatas,
no laboratério industrial da (CMAA) — Unidade Vale do Tijuco, da Safra 2017/2018,
cuja producéo diaria é de 800 m3de etanol hidratado. Foram seguidos procedimentos
fisico-quimicos da FERMENTEC, 2011 e microbioldégicos da FERMENTEC, 2013. Os
principais materiais e reagentes utilizados para ensaios estao descritos a seguir:

+ Densimetro Digital;
+ Destilador Automatico;
+ Refratdmetro Digital,
« Centrifuga;
+ Espectrofotébmetro;
«  Microscépico;
Micro-ondas;
Banho de Ebuli¢ao;
pHmetro;
+ Tubo de Ensaio;
« Tubo de Concentragcéo 15 mL;
+ Dispensete automatico;
+ Pipetas Volumétricas 5, 10, 20, e 50 mL;
« Baldes Volumétricos 100 e 200 mL;
+ Béquer 100 mL;
+ Padrdo pHmetro 4,00 e 7,00;
- Padréo 0, 15, 25, 50 °BRIX;
« Padréo Acgucar Invertido 1%
+  Celite;
+  Oxalato;
+  Somogy& Nelson;
Acido Cloridrico 0,75 N;
Hidréxido de Sédio 0,75 N.
Solugao Estoque e Trabalho Eritrosina;
« Papaina;
« Sulfato Azul de Nilo 2%;
* Azul de Metileno 0,2%.
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2.1 Determinacoes em mosto

Solugéo agucarada, obtido do caldo da cana de agucar ou composto por xarope
ou mel oriundo do processo de obtencdo de agucar.

2.1.1 Determinacdo °BRIX
Calibrou-se o refratdbmetro Anton Paar, modelo Abbemat 200, com os padrdes
de 0, 15, 25, 50 °BRIX, posteriormente adicionou-se a amostra, e realizou-se a leitura.

2.1.2 Determinagao pH

Calibrou-se o pHmetro, Digimed, modelo DM-22, com as solu¢des tampao de
4,00 e 7,00, posteriormente adicionou-se as amostras e realizou-se a leitura.

2.2 Determinacdes em Cuba

Cubas séo tanques de tratamento do “leite de leveduras” em alta concentracao,
para uso subsequente em outro processo de fermentacao.

2.2.1 Determinacao pH

Seguir conforme procedimento 2.1.2.

2.2.2 Determinacdo Alcool °GL

Adicionou-se 25 mL da amostra, medidos em pipeta volumétrica, colocou-se
dentro do bulbo do micro destilador, Tecnal, modelo TE-02, fechando todas as valvulas
e delimitando uma temperatura de destilacdo entre 80 e 90°C, ap0s isso foi adicionado
em um baldo de 100 mL na saida do micro destilador, completou-se com agua destilada.
Posteriormente levou-se a amostra ao densimetro, Anton Paar. Modelo DMA 4500 M,
e determinou o teor de alcool °GL (v/v); conforme a Equacéo (1).

Glog ="Clop, *4
2.2.3 Determinacdo Concentragéo Levedo

Adicionou-se 15 mL de amostras em tubos graduados, e levou-se a centrifuga,
FANEN, modelo 206 BL 1, com rotagéo de 3200 rpm, por 10 min. Conforme a Equacao

2).
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[Conc]% = % *100
==l (2)

2.3 Determinacdes em dorna

Dornas sao tanques nos qual o mosto é submetido ao processo fermentativo,
sendo transformados em vinho (substéancia a ser destilada).

2.3.1 Determinacéao de pH

Seguir conforme procedimento 2.1.2.

2.3.2 Determinacéo Alcool °GL

Seguir conforme procedimento 2.2.2.

2.3.3 Determinagdo Concentracao Levedo

Seguir conforme procedimento 2.2.3.

2.3.4 Determinacdo ART

Adicionou-se 0,2 g de oxalato e 1,0 g de celite em 100 mL da amostra retirada
da centrifuga a 3200 rpm, adicionou-se 10 mL em baldo volumétrico de 200 mL, com
20 mL de acido cloridrico 0,75 N, e levou-se para micro-ondas, por aproximadamente
1 minuto, ou até a amostra entrar em ebulicéo, retirou-se a amostra, resfriando-a em
agua corrente com posterior neutralizacdo com com fenolftaleina 1%, e completou-se
o baldo com agua destilada. Determinou-se o padrao de acgucar invertido para célculo
da Equacéo (3), adicionando 10 mL da amostra padrao em um baldo de 100 mL, e
retirando uma amostra de 10 mL adicionada em um baldo de 200 mL. Numerou-se 9
tubos:

+ 1,2,3: Amostra com agua destilada;
+ 4,5,6: Padrdo Acucar Invertido;
« 7,8,9: Amostra.

Colocou-se os tubos em banho de ebulicdo, aquecendo-os até que a temperatura
dos tubos se igualasse (2 a 3 minutos), adicionou-se com auxilio do dispense-te 1 mL
do reativo de Somogy em cada tubo, sem tir4-los da ebulicdo e deixou-se os mesmos
durante 15 minutos. Esfriou-se em agua corrente. Colocou-se em cada tubo 1 mL do
reativo de Nelson. Agitou-se imediatamente. Colocou-se em cada tubo 7 mL de agua
destilada e agitou-se bem. Deixou-se 5 minutos em repouso com posterior realizacéo
da leitura em espectrofotometro, HACH, modelo DR 5000, a 535 nm.
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2.3.5 Determinacao Microscopia

Transferiu-se 5 mL de uma amostra de vinho bruto para tubo de ensaio,
adicionando-se papaina, homogeneizou-se, e aguardou-se 5 minutos, dilui-se a
amostra em agua destilada, adicionou-se 1 mL da amostra diluida em 1 mL de solug¢éo
corante, preparou-se a camara de Neubauer, cobrindo a superficie espelhada com
uma laminula, transferindo o volume de amostra até preencher a cdmara de Neubauer,
observou-se ao microscopico, Nikon, modelo Eclips E 200, pela objetiva de imersao
100x, quantificou-se células vivas, mortas e brotos presentes nos reticulos centrais
dos 25 quadriculos. Para diluicdo da amostra: procurou-se ajustar a lamina para a
faixa de menor erro da metodologia (300 a 500 células totais), adicionou-se 1 mL de
vinho bruto diluido em 19 mL de agua destilada, posteriormente adicionou-se 1 mL de
corante. Conforme a Equacéao (4).

+ 1° Dilui¢éo: diluiu-se a amostra de vinho em agua;

« 2° Diluicdo: homogeneizou-se partes iguais da amostra diluida e corante.

Diluigéo = (1 diluicdo) * (22 diluic&o) 4)

2.3.5.1. Determinacéo Viabilidade

Seguir conforme procedimento 2.3.5. e a Equacéo (5).

Células,,,..
(Viaveis + Ndo —viaveis)

=

%Viabilidade =

2.3.5.2. Determinacdo Brotamento

Seguir conforme procedimento 2.3.5. e a Equacéo (6).

%Brotamento = %ﬁ *100

2.3.6. Determinagédo Bastonetes

Foi utilizado papaina para a contagem em vinho, aguardando 5 minutos para
que a amostra 3:5 (bastonetes/campo) fosse diluida. Foram misturadas partes iguais
da amostra diluida e da solugao corante, agitando e transferindo 0,003 mL para uma
laminula 22x22 mm. Logo apés, observou-se ao microscopio, contando as células néo
coradas (viaveis), sendo importante ressaltar que nao foram contados os bastonetes
de coloracdo azul. Utilizou-se 50 campos para contagem de vinho. O célculo para
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determinacdo de bastonetes foi realizado conforme Equacéao (7).

Bastonetes  Bast , 1

= *DIL* FM
mL Campos V., ...

2.4 Determinacoes em dorna volante

Dornas volante séo reservatoérios de vinho delevedurado, enviado para coluna de
destilacéo.
2.4.1 Determinacédo Alcool ° GL

Seguir conforme procedimento 2.2.2.

2.4.2 Determinacdo Concentragéo Levedo

Seguir conforme procedimento 2.2.3.

2.5 Em Centrifugas

Sao equipamentos que utilizam forca centripeta para separar o fermento (creme),
do vinho enviado para coluna de destilacéo. O fermento € recuperado na cuba até ser
enviado para outra dorna para realizar a fermentagao.

2.5.1 Determinacdo Concentragéo Levedo

Seguir determinacéo de creme conforme procedimento 2.2.3.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo foi desenvolvido em processo descontinuo (batelada), que segundo
AMORIM (2005), é o processo utilizado em 85% das destilarias do Brasil, cujo sistema
batelada € conhecido também como Melle—Boinot, como pode ser observado na Figura
1. Este processo € o responsavel por grandes avancos em fermentacdes alcoolicas.
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Figura 1 — Fluxograma de fermentacgéo alcéolica, descontinuo MelleBoinot.
Fonte - (MARQUES, 2012)

O processo fermentativo iniciou-se com a alimentacédo do “leite de leveduras’
em alta concentracdo proveniente das cubas, conforme Figura 1, que sdo tanques de
tratamento das leveduras, cujos parametros principais a serem controlados para uma
fermentacao com alto rendimento séo: a concentracao das leveduras e o pH. Segundo
OLIVEIRA (2010), a concentragcéo de leveduras nas cubas deve ser alta em torno de
45 a 50 %, pois a proporcao de agua adicionada nas cubas € de 1:1. Os resultados
obtidos em nossa amostra estdo todos descritos na Tabela 1.

Analises Dorna Cuba Mosto Creme
pH 4,92 2,66 5,48
Temperatura °C 33 30 29
Concentracao % 14,66 46,6 66,66
Alcool % 10,12 4,80
°BRIX 22,19
ART % 0,28
Viabilidade % 91,84
Brotamento % 5,49
Bastonetes ml’ 5,4x108

Tabela 1 — Resultados analiticos, para controle de fermentagéo alcodlica em industria
alcooleira, coletados da CMAA - Unidade Vale do Tijuco, Safra 2017/2018.

Fonte - Acervo dos Autores, (2017).

E possivel observar com os resultados obtidos demonstrados na Tabela 1, que
os parametros exigidos foram alcancados. Nas cubas também sao adicionados acido
sulfarico até pH de 2,5 com o objetivo de reduzir a sua carga microbiana garantindo
menor consumo de antibidticos que sdo produtos com preco de mercado elevado
(OLIVEIRA, 2010). O pH da cuba determinado foi de 2,66, cujo pH estava préximo
ao adequado, aumentando a viabilidade. A quantidade de bastonetes/mL estava
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controlada 5,4x10¢, excluindo a formacéo de flocos que sé&o causados pela aglomeracao
das bactérias, atrapalhando o processo fermentativo reduzindo a velocidade da
fermentacao, (CHERUBIN, 2003). Ver Figura 2.
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Figura 2 — Determinacao de bastonetes em I&mina e determinacéo de viabilidade e brotamento
em camara de Neubauer.

Fonte - Acervo dos Autores, (2017).

Nas dornas alimentou-se também o mosto como demonstrado na Figura 1,
sendo que as andlises mais importantes nesta etapa sao pH e °BRIX, o pH é de
suma importancia, pois caldos com pH muito baixo, indicam inversdo de sacarose
e elevados teores de contaminacdo bacteriana que sao fatores prejudiciais para o
processo fermentativo, sendo que o pH da amostra estava favoravel. Ja o °BRIX
determina-se a quantidade de agucares na solucédo de mosto, cuja alta concentragcao
de mosto é estudada e desejada nos processos de fermentacdo, pois reduzem
a quantidade de energia gasta em destilacdo e volume de efluentes (BAI, 2007).
No entanto elevados teores de agucares dificultam o brotamento que é prejudicial
ao crescimento das leveduras, diminuindo a viabilidade (BANKCOVA et. al., 1999).
Contudo segundo BARBOSA (2016), o teor agucares deve ser de no maximo 16 °BRIX,
cujo resultado obtido na nossa amostra foi de 22,19 °BRIX, resultados este muito
acima dos parametros especificados em literatura, com isso efetuou-se um célculo,
demonstrado na Equacao (8), para diluicdo do mosto, onde em cada 1000 litros de
mosto foram adicionados aproximadamente 387 litros de agua.

BRIX MOSTO — BRIX DESEJADO

VOLUME TOTAL = VOL CALDO x BRIX DESEJADO

Apoés a alimentacdo de mosto com percentual de agUcares e de fermento ideal
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nas dornas, inicia-se a fermentagcédo, sendo a Saccharomyces Cerevisiaea levedura
responsavel pelo processo. Segundo AMARAL (2009), estas leveduras fermentam
bem em temperatura de 26 a 33°C e tem melhor atividade com pH de 4 a 5. Tanto o pH
quanto a temperatura estavam dentro dos parametros 6timos de operacao conforme
demonstrado na Tabela 1. A Saccharomyces Cerevisiae realiza a fermentacdo do
acucar com o objetivo de adquirir energia quimica necessaria a sua sobrevivéncia,
liberando o etanol e CO,, que é formado pelas leveduras a partir de monossacarideos,
sendo necessario decompor a sacarose, (C,,H,,0,.), em glicose e frutose, sendo esta

areacéo principal. Na fermentacéao alcodlica estes microrganismos fornecem a enzima
invertase que hidrolisa a sacarose, dada pela Figura 3 (SOUZA, 2009).

Invertase
1% C42H22044 + HyO0 === CgH50¢ + CgH420¢
Sacarose Glicose Frutose
Zimase
2“: GEH.‘zOE —" 2 GEHEDH + 2":02
Etanol Gas

carboénico

Figura 3 — Reacéo de produgao de etanol, utilizando levedura Saccharomyces cerevisiae.
Fonte - (SANTOS, 2011).

ComoopH, aconcentracaode leveduras e atemperatura, estavam nos parametros
especificados, a producdo de etanol foi alta de 11,12 (v/v), cujo teor normalmente
para fermentacées bem controladas s&o de 10 a 12 (v/v), (PULIGLUNDA, 2011).
Todos esses controles refletem diretamente na eficiéncia da fermentacéo, sendo que
o rendimento tedrico para a producéo de etanol é de 0,511 g de etanol/g de acucares
redutores totais (ART) consumidos (DARE, 2008). A amostra estudada relevou um teor
de agucares redutores totais de 0,28 % que € denominado como perda, ou seja, todo
esse acgucar ndo foi convertido em etanol, pois as quedas na eficiéncia fermentativa
decorreram de uma alteracdo na estequiometria do processo, levando a formacgéo de
produtos secundarios (especialmente glicerol e acidos orgéanicos) (LIMA et al., 2001).
Apb6s o término da fermentacdo, com duracéo de 11h e 15min, todo o conteudo da
dorna é transferido para as centrifugas. A concentracdo do creme de leveduras que
se separou das centrifugas foi de 66,66%, sendo que este creme foi depositado nas
cubas, onde foi diluido em agua até uma concentracéo ideal de 45% e passou pelo
tratamento &cido, para eliminacado de bactérias, posteriormente retornou-se para as
dornas, onde foi adicionada uma nova carga de mosto para um novo ciclo fermentativo.
Cerca de 90% das leveduras sao reaproveitadas de uma fermentacéo para outra e
esse processo de reciclo permanece durante todo o periodo da safra, se repetindo de
2 a 3 vezes por dia (MISSAWA, 2009).
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De acordo com MISSAWA (2009), apés a centrifugacédo, o vinho (fermentado
de cana sem as leveduras) é enviado para a dorna volante, de onde segue para as
colunas de destilacédo para separacao do etanol, vinhaca e 6leo fusel.

41 CONCLUSAO

Ao final deste trabalho foi possivel concluir que o termo fermentagéo é utilizado
para definir um processo quimico baseado em reacdes quimicas na presenca de
enzimas sendo que a fermentacgao alcodlica é realizada por fungos leveduriformes, cuja
fermentacao é ocasionada pela presenca de acucares, principalmente glicose. Varios
estudos demonstraram que todo o controle operacional deve ser feito interruptamente
e sem alteracdes bruscas, para que as leveduras ndo sofram estresses, causando
queda na viabilidade e rendimento.

Os resultados analiticos demonstraram uma viabilidade e teor alc6olico da
amostra de vinho alta, com baixa perda em ART (A¢Ucares Redutores Totais). Portanto
nota-se a importancia dos resultados analiticos para correcao no processo industrial,
sendo que para cada processo fermentativo existem controles para que elas ocorram
como o esperado, e estuda-los antes de iniciar qualquer tipo de fermentacéo, aumenta
a producéo seja ela industrial ou em pequenas escalas.
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