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ESTUDO DA FERMENTACAO ALCOOLICA EM FRASCOS
AGITADOS

Autor: Leonel Vasco Ferreira
Orientador: Dr. Gil Eduardo Serra

RESUMO

Os experimentos de fermentagao alcodlica foram conduzidos com diferentes
guantidades de in6culo, pH inicial do mosto e temperatura de fermentacao,
estudando estas variaveis sob diferentes concentracbes de substrato, em
substratos de glicose, sacarose, xarope industrial e mel final da produgdo de
acucar. A cinética de liberacdo de CO- foi determinada em paralelo, em todos os
experimentos. Também se determinou parametros cinéticos da fermentacao
alcodlica em substrato de glicose. As fermentagdes foram monitoradas com
determinacéo de etanol, glicerol, acucar residual, massa celular, viabilidade e
contagem de leveduras, e outras variaveis; os indices de rendimento e parametros
cinéticos também foram calculados. Os experimentos foram conduzidos em
laboratério, com frascos agitados. O inoéculo com 10® células viaveis / mL resultou
em fermentacdes rapidas (2 a 8 horas) enquanto que com 10* células viaveis / mL
as fermentagdes foram lentas (18 a 44 horas). Os pH iniciais de 3,5 e 5,0 mostram
influir de forma diversa na fisiologia da levedura, resultando em alteracdes
significativas no rendimento da fermentacdo. Foi observado que sempre que trés
fatores desfavoraveis se apresentam — alta concentragéo de substrato, pH 3,5 ou
temperatura elevada (38°C) — o rendimento da fermentacdo é reduzido e ha
comprometimento da viabilidade do fermento. A determinagdo da cinética de
liberacdo de gas carbdnico mostrou ser um parametro importante que permite
determinar com precisdo o tempo de fermentagcao e estimar a produgao de etanol
e consumo de agucar. Através da cinética da liberacdo de gas carbdnico se

monitora o tempo final, para fins de caracterizar a paralisagao da fermentacéao e



sua amostragem imediata para determinagdo das variaveis de controle e
especialmente a viabilidade celular. O tempo de fermentagédo e de consumo de
substrato é um fator relevante na avaliagio de linhagens. Com substrato de mel
final, foi observado o efeito inibidor desse substrato; o melago com pureza de 60
fermentou significativamente pior que o de pureza 69, mostrando ambos elevada
inibicdo pelo substrato mas especialmente o de menor pureza. Em pH 3,5, com
inodculo 10° ou 10* células viaveis / mL e temperatura de 38°C, a inibigdo pelo
substrato mostrou-se forte a partir de 160g / L de glicose; em pH 5,0 esta inibigao

nao se manifestou.




STUDY OF THE ALCOHOLIC FERMENTATION IN SHAKEN FLASKS

Author: Leonel Vasco Ferreira
Adviser: Dr. Gil Eduardo Serra

SUMMARY

Fermentation trials were performed with different levels of inoculum, initial mash
pH and temperature, and using different substrate concentrations of glucose,
sucrose, industrial syrup and molasses from sugarcane production. The kinetics of
carbon dioxide liberation was determined in parallel in all experiments. The kinetic
parameters of the alcoholic fermentation with glucose as substrate were also
determined. Fermentation was monitored by determining ethanol, glycerol, residual
sugars, cell mass, yeast viability and cell count and other variables. The yield and
kinetic parameters were also determined. The experiments were carried out in a
laboratory in shaken flasks. The inoculum of 10° viable cells/mL resulted in rapid
fermentations (2 - 8 hours) whilst with 10* cells the fermentations were sluggish (18
to 44 hours). The initial pH values of 3.5 and 5.0 caused various responses in the
physiology of the yeast, resulting in significant alterations in fermentation yield. It
was observed that whenever three negative factors were present - high substrate
concentration, pH 3.5 or high temperature (38°C) - the fermentation yield and yeast
viability were reduced. The determination of the kinetics of carbon dioxide
liberation was shown to be an effective way of precisely determining the
fermentation time and estimating the production of ethanol and sugar consumption.
By way of the kinetics of carbon dioxide liberation, the final time could be
monitored in order to characterize fermentation paralyzation and carry out an
immediate sampling for the determination of the control variables and especially of
cell viability. Fermentation time and substrate consumption are relevant factors in
the evaluation of strains. With molasses as substrate, an inhibitory effect of this

substrate was observed. Using molasses with a purity of 60%, fermentation was



significantly worse than with that of 69% purity, although both showed considerable
inhibition of the fermentation. At pH 3.5, with an inoculum of 10® or 10* viable
cellssmL and a temperature of 38°C, substrate inhibition was shown to be

significant as from 160 g/L of glucose. At pH 5.0 this inhibition was not apparent.




1. INTRODUCAO

Os estudos que envolvem a condugdo da fermentagdo alcodlica em
laboratério ndo seguem protocolos padronizados em varidveis como a
concentragédo de agucares, quantidade de indculo, temperatura, pH, agitacdo e
outros. Os resultados obtidos sdo dependentes destas variaveis tornando dificil a

sua comparagao sem a padronizagdo de algumas.

Em experimentos de laboratorio verifica-se o uso de diversos substratos
como caldo de cana, xarope e melago, sem considerar de maneira apropriada que
sdo materiais de composigdo altamente varidvel e complexa, influindo
significativamente na fermentacdo. A pureza dos substratos e a natureza das

impurezas influem decisivamente nos resultados.

Além disso, sem o acompanhamento cinético que permita situar o
desenvolvimento da fermentac&o, os resultados obtidos sdo limitados em seu
significado. A cinética de consumo de agucar pela levedura, em frascos agitados,
depende da linhagem da levedura, da concentragdo de acglcar, da agitacdo e
outros parametros ambientais tais como o pH e a temperatura. Uma boa
fermentacao € aquela que proporciona a obtencdo de bom rendimento alcodlico e
produtividade em etanol, sem no entanto causar grandes danos a sobrevivéncia
das células da levedura. Para tanto, o conhecimento de mecanismos envolvidos é
de importancia fundamental para que uma boa estratégia fermentativa seja
formulada para garantir bons resultados. O acompanhamento da fermentacao
através da evolucdo de CO- indica o ponto exato do término da fermentagdo bem
como o seu proprio desenvolvimento. Desta forma torna-se possivel detectar
pontos nos quais a fermentagcdo é paralisada ou tratamentos em que sua
velocidade é afetada.



Na literatura (Nagodawithana & Steinkraus, 1976 ; Borzani et al., 1983,
Silva et al., 1987; Alterthum & Canz, 1987; Basso & Amorim, 1988a,b; El Haloui et
al., 1989:; Rubio & Navarro, 1989; Gutierrez, 1990, 1991; Almela et al, 1991;
Mauricio & Salmon, 1992; Johannes et al., 1993; Maia et al.,, 1993; Salmon &
Mauricio, 1994: Andrietta et al., 1995; Cleto & Mutton, 1995, 1997; Dominguez et
al., 1997: Wanderley, 1997) as condicoes de fermentacao s&o relatadas dentro de
amplas faixas de variagdo, e até mesmo sem a completa descri¢io das condi¢oes
experimentais. A temperatura da fermentagio é na maioria dos trabalhos entre 28
a 32°C, e em raros ensaios situa-se na faixa de temperatura observada na pratica
industrial, entre 36 a 40°C. O pH inicial na maioria dos ensaios situa-se entre 4,5-
50 e alguns ao redor de 3,5 que é mais compativel com a pratica das
fermentacdes industriais. Com relacdo a quantidade de inéculo efetivo em termos
de células viaveis inoculadas, grande parte dos ensaios ndo controla este
parametro, e os dados situam-se entre 10° a 10° células vidveis por mL; muitos

ensaios optam por determinar a massa de células imidas no inéculo preparado.

O objetivo deste trabalho de pesquisa foi avaliar os principais fatores
envolvidos na cinética da fermentagdo alcodlica, para definir condigoes
experimentais propicias ao bom desempenho da fermentagdo. Ou seja, as
condi¢des de temperatura, pH, concentracdo de acglcares fermentesciveis e teor
alcodlico, e quantidade de inéculo, bem como o controle e monitoramento, devem
fornecer subsidios para o conhecimento da acdo daqueles fatores e planejamento

de ensaios em laboratorio.

Alguns resultados obtidos eram relativamente previsiveis fazendo parte do
conhecimento genérico e empirico da fermentacdo alcodlica e da aca@o das
leveduras. Assim o que se pretende é o estudo sistematico de fatores ja
conhecidos, mas tratados mediante condigdes selecionadas dentro da realidade
de fermentagdo no Brasil e delineados de forma a obter resultados que contribuam

ao conhecimento da fermentagao alcodlica.
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2. REVISAO DE LITERATURA .

2.1. Principais fatores que afetam a cinética da fermentagao alcodlica

2.1.1. Concentragao de substrato

O substrato utilizado para produzir dlcool no Brasil é a sacarose, que apos
hidrdlise externa é absorvida pela levedura como glicose e frutose. As
concentracdes normalmente utilizadas variam de 10-15% p/v de agulcar redutor
total (ART), suficientes para induzir repressdo catabdlica da respiracao, o que

favorece a fermentacdo mesmo em aerobiose (Ratledge & Evan, 1989).

A alta concentragdo de substrato permite a obtencéo de alto teor alcodlico,
que é desejavel a nivel industrial pois reduz os custos da destilagdo, além de
propiciar maior produtividade. No entanto os efeitos danosos sdo sentidos pela
levedura, com a redugdo da viabilidade e crescimento. Outros prejuizos
relacionam-se com o acumulo de etanol intracelular no inicio da fermentagdo (D'
Amore et al., 1988), muito embora propicie menor formagio de glicerol e acido
succinico, em valores relativos ao acticar mobilizado ou ao etanol produzido
(Alves, 1994).

Leyva et al. (1999) em um elucidativo trabalho sobre o efeito da
concentracdo de agucar (efeito Crabtree, que € definido como a ocorréncia da
fermentagdo alcodlica em condigdes totalmente oxidativas) e da concentragao de
oxigénio (efeito Pasteur, que é definido como o estimulo ao consumo de agticar
em anaerobiose, quando comparado & aerobiose), mostram que a producdo de
CO, é dependente da concentragdo de oxigénio somente em condigdes de
concentracao baixa de agucar (menores que 0,5 mM glicose ou cerca de 0,1%).
Em concentracGes elevadas de aclcar a produgdo de CO, independe da
concentracao de oxigénio, ou seja, a regulagado € dominada pelo efeito Crabtree.
Esses autores mostram ainda que em condigbes de baixo teor de aclcar, a



glicose mostrou ser dependente do teor de oxigénio, enquanto a frutose nao; esta
& mais rapidamente consumida que a glicose em condigdes de boa oxigenacdo o
que pode ser atribuido & maior taxa de consumo da frutose através do efeito
Crabtree.

Altas concentracbes de glicose no meio (acima de 150 g/L) inibem
enzimas, tanto nos processos fermentativos quanto nos oxidativos, inibicao esta
conhecida comumente como inibicdo pelo substrato. Moss et al. (1971) apontam
que concentracdes de glicose de 3 a 5 g/L sé@o suficientes para provocar a
repressdo catabdlica independentemente da concentragdo de oxigénio no meio.
Endo & Inoue (1975) trabalhando com meio sintético verificaram a concentragao
de 10 g/L como inibitéria, e que o ideial seria a metade desse valor.

Em substrato de glicose hd uma consideravel repressdo da fungao
respiratoria durante a fase inicial, respiracéo / fermentacéo, de rapido crescimento
(MacLean, 2001).

Ekunsanmi & Odunfa (1990) sugeriram que leveduras mais tolerantes ao
etanol também tendem a ser mais tolerantes ao estresse osmético. A inibicao a
nivel do substrato pode ser contornada por adigéo parcelada deste, permitindo alta
viabilidade celular, menor producdo de glicerol, consequentemente melhor
desempenho fermentativo, com células em melhores condigbes para o reciclo
(Kenyon et al., 1986). Segundo Monk & Cowley (1984) com altas concentracbes
de aclicar ha maior produgio de acido acético com consequente redugdo no

crescimento da levedura.

Em fermentacdo alcodlica a producdo instantanea de biomassa da
levedura S. cerevisiae mostrou um decréscimo (0,156 para 0,026g) com o
aumento da concentracdo de etanol (de O para 107 g/L), indicando uma relacao
definida entre a produgdo de biomassa e a inibigdo pelo produto. A inibigdo do
substrato (glicose) foi observada quando a sua concentragdo esta acima de 150




g/L. Uma relagao similar foi também constatada entre inibicao pelo substrato e a
producdo instantanea de biomassa. Foi verificado que a inibi¢gdo pelo produto nao
tem quase nenhum efeito considerando que a inibigao pelo substrato afeta
significativamente a produgdo do produto, refletindo-se numa diminuicdo do
produto produzido de 0,45 para 0,30g etanol/g substrato quando a concentracéo
inicial de substrato aumenta de 150 para 280g/L. Estes resultados obtidos tém
influéncia significativa na formulagdo do substrato, otimizacdo e na variacéo de
forma do fermentador e desenvolvimento de uma estratégia efetiva de controle

para otimizar a produtividade de etanol (Thatipamala et al., 1992).

Raghav et al. (1989) chamam a atengdo para o fato que dois pré—
requisitos sdo importantes para producéo eficiente de etanol: leveduras com alta
produtividade especifica de etanol e tolerancia adequada ao substrato. A
osmotolerancia é particularmente importante quando melacos sao utilizados.
Citam ainda que ha relativamente poucos dados sobre performance comparativa
de leveduras em melagos com alto teor salino. Esses autores conduziram

experimentos com melago de cana contendo 200 g/L de glicose equivalente.

Salmon & Mauricio (1994) sugerem que a atividade de absorcdo de
acucar € um dos fatores mais limitantes durante a fermentacao de caldo de uva, e
que pode haver uma possivel relagdo entre a paralizagéo da sintese de proteina,
alteracdo na composigao de lipideos da membrana e a reduc&o observada na
capacidade de transporte do acucar. A toxicidade ao etanol produzido nao parece

ser o fator determinante.

Mauricio & Salmon (1992) observaram a diferenca entre duas linhagens
de levedura de Saccharomyces cerevisiae (738-2 e K1) com relagédo a perda
aparente da atividade de transporte de hexose. De acordo com os autores, este
fendmeno seria suficiente para explicar as diferencas observadas na produgdo
maxima de etanol que foi maior com a linhagem K1. Sugerem ainda que é

necessario buscar boa integragdo de atividade de transporte de agticar durante a



fermentagdo e a quantidade maxima de aglcar a ser consumido no decorrer da

mesma (Salmon & Mauricio, 1994).

A medida que os nutrientes tornam-se limitantes, a S. cerevisiae entra na
fase estacionaria de crescimento. Nessa fase, com a reducdo da taxa de
metabolismo e da sintese protéica, e a sintese de carboidratos de reserva, as
células tornam-se consideravelmente mais tolerantes a condigcoes de estresse
potencialmente letais como o calor e exposigdo a oxidantes (MacLean et al,, 2001;
Drebot et al., 1990).

As células de levedura precisam sair do ciclo celular, e entrar num estado
de resisténcia induzida por falta de nutrientes, para que consigam manter a

viabilidade em periodos longos (MacLean et al., 2001).

2.1.2. O pH e a temperatura

A concentrag3o hidrogenidnica é um fator de extrema importancia para a
fermentagéo sobretudo no controle da contaminagao bacteriana e seu efeito sobre
o crescimento da levedura, taxa de fermentagdo e formagdo de subprodutos. Os
principais contaminantes s@o bactérias formadoras do acido lactico e seu
desenvolvimento é consideravelmente reprimido a valores de pH abaixo de 5,0
(Jones et al., 1981). Foi observado pelo autor que a faixa de pH otimo para
fermentacdo é entre 2,8 a 3,2, onde se mantém alta producédo de etanol em
condigdes laboratoriais. Gomes (1988) observou maiores perdas de nutrientes das
células, a valores de pH baixo, especialmente nitrogénio e potassio. Os valores de
pH dos meios fermentativos industriais encontram-se geralmente na faixa de 4,5 a
5.0 com uma boa capacidade tamponante (Jones et al., 1981), mas algumas
leveduras mantém sua homeostase de forma quase independente dos valores de
pH do meio, assim como sua capacidade tamponante (Eraso & Gancedo,1987).
Sob uma faixa de pH externo entre 3,0 e 8,0, o pH interno encontra-se entre 6,0 e




7,0 com um gradiente intemo do centro para a periferia da célula, sendo mais
acido proximo a membrana (Slavik & Kotyk, 1984).

A temperatura € um dos fatores ambientais mais importantes e influencia
todos os mecanismos que regem os microrganismos (Watson, 1987). De acordo
com Jones et al. (1981) a temperatura 6tima para a fermentacéo é de 5 a 10°C
acima da 6tima para o crescimento; ou seja, 25 a 30°C segundo Watson (1987).
Por outro lado Stupiello & Horii (1981) afirmaram que a reproducdo de células
pode ocorrer até temperatura da ordem de 38°C, havendo inibicdo da
multiplicacdo a 40°C na presenca de 8 a 9° GL de alcool. Entretanto, em baixas
concentragdes de alcool pode haver reproducdo a temperaturas superiores a 38°C
em algumas linhagens. A levedura S. uvarum apresentou maior resisténcia ao
etanol a temperaturas de 5 a 10°C, porém entre 25 a 35°C o efeito inibitorio do

etanol foi mais pronunciado.

Leveduras que crescem a 40°C ou mais, sdo consideradas
termotolerantes (Panchal & Tavares, 1990). No entanto sua capacidade de
fermentar a essas temperaturas geralmente € reduzida. A utilizacdo de
temperaturas mais elevadas reduz o tempo de fermentacdo e eleva a taxa de
morte celular (Ferreira, 1998), pela maior sensibilidade ao etanol por parte da
levedura nessas condigoes (Gao & Fleet, 1988). O aumento da temperatura
também induz a uma diminui¢do nos teores das proteinas e dos acidos nucleicos
da celula (Parada & Acevedo, 1983) com consequente diminuicdo do crescimento.
Na temperatura de 40°C foi detectado por Gomes (1988) perdas de nutrientes das

células, principamente fosforo e potassio.

Quanto maior a temperatura, mais acentuada é a queda da viabilidade
(Wanderley, 1997; Ferreira, 1998). Numerosos fatores exercem seus efeitos sobre
o bom desenvolvimento da fermentacdo alcodlica em particular: a linhagem da
levedura, aeracéo de mosto e a temperatura de fermentagdo. Entre 25 e 35°C a
sobrevivéncia da levedura € melhor do que em temperatura mais elevada. O teor



final de alcool formado é no entanto mais importante do que a temperatura baixa.
A aeracdo aumenta a taxa de fermentagZo pelo aumento da taxa de multiplicagao
da levedura e é responsavel pelo acréscimo de 1 a 3% da taxa de alcool
produzido. A aeracgdo favorece a sintese por parte da levedura de “fatores de
sobrevivéncia®, contribui também para uma fermentagdo alcodlica completa ou
seja exaustdo de acucar do meio fermentativo. A elevacdo da temperatura
aumenta a toxicidade do alcool sobre a levedura, limita o seu desenvolvimento e a

taxa de fermentagdo (Colas & Cuinier, 1983).

Foi observado por Wanderley (1997) que o rendimento em etanol obtido
em fermentacdo de batelada foi baixo e bem menor que o maximo tedrico
(0,5111g/g de ART), e que nao é influenciado pela temperatura na faixa de 30 a
40°C, sendo igual a 0,354 g de etanol/g de ART. Verificou-se que a producao de
gas carbdnico ao longo da fermentacdo comportou-se de uma forma semelhante
na faixa de 30 a 34°C, e diminuiu com o aumento da temperatura. O mesmo
ocorreu com o consumo de ART e a producdo de etanol ao longo da fermentacéo.
A producdo de massa seca durante a fermentagdo alcodlica foi maior quanto

menor a temperatura.

Raghav et al. (1989) estudaram o efeito da temperatura (30 e 40°C, a pH
45) em fermentacdo de melagco com a concentragdo de 200g/L de agucares
redutores totais (ART) com duas linhagens de Saccharomyces, S. cerevisiae y-10
e S. uvarum linhagem 17. Verificaram que a concentrac@o de etanol em 24 horas
foi alta a 30°C, cujos valores sdo 80 e 79 g/L, respectivamente; os valores
correspondentes a 35°C sd@o 75 e 78 g/L e 63 e 62 g/L a 40°C, respectivamente.
Segundo os autores a sensibilidade a temperatura mostrou-se mais expressiva em
condigdes fechadas de fermentagdo e em concentragbes mais altas de etanol.

A temperatura 6tima de operagdo para a maxima producéo de etanol e
maxima utilizacdo de substrato em fermentacdo descontinua de um residuo de
licor sulfitico, “waste sulphite liquor (wsl)” e um meio sintético contendo 25g/L de




glicose com S. cerevisiae foi determinado por Rousseau et al., (1992). O consumo
de substrato resultou em um tempo de fermentacdo de 13 e 45 horas (a 30°C)
com o meio sintético e o de wsl, respectivamente. A concentracdo de etanol nos
dois meios foi também maxima sob estas condigdes: 11,6 g/l e 9,4 g/L com o
meio sintético e wsl, respectivamente. A produtividade de biomassa e de etanol
aumentou com o aumento da temperatura e alcangou o valor maximo de 0,89 e
0,21 g/L/h de etanol no meio sintético e wsl, respectivamente. A produtividade da
biomassa em meio sintético atingiu o valor maximo de 0,16 g/L/h e 0,02 g/L/h em
meio wsl. Os agentes inibitorios no meio wsl (glicose, galactose, manose e sulfito)
afetam a atividade metabdlica microbiana e prolonga sobretudo o tempo de

fermentacao quando decresce a produtividade de biomassa e etanol.

2.1.3. Quantidade de in6culo

Durante a producdo de etanol a fermentacgdo rapida é conseguida com
altas concentragGes de indculo utilizadas, e consequiente aumento de temperatura
(Panchal & Tavares, 1990). Nagodawithana & Steinkraus (1974, 1976) afirmam
que baixa viabilidade celular pode ocorrer em alta concentragdo de células na
fermentacao alcodlica.

A recirculagdo das células da levedura permite a manutencao da alta
concentracao celular e maior eficiéncia decorrente de um menor consumo de
acucar utilizado para a formacao de células (Amorim et al., 1985), que de acordo
com as condigdes de fermentacdo pode desviar de 2 a 10% do aglcar total para a
producao da sua biomassa (Stupiello & Horii, 1982). As altas concentracdes
iniciais de células ocasionam menor crescimento e permitem maiores taxas de
produca@o de etanol (Cachot et al., 1991), enquanto que a remocgdo de células
proporciona diminui¢cdo na eficiéncia fermentativa (De Martin, 1988). Vega et al.

(1987) observaram que o aumento da concentracdo do inéculo diminui a



severidade da inibigdo do etanol. Os mesmos autores sugeriram que essa variavel

fosse incluida nos modelos cinéticos de inibigdo de fermentagao pelo etanol.

Tém sido divulgado trabalhos a respeito da influéncia da quantidade do
inoculo sobre a fermentacdo alcodlica com leveduras (Nagodawithana &
Steinkraus,1976; Strehaiano et al., 1983). Estes autores constataram em
fermentacdes descontinuas ou em batelada, com trés linhagens de
Saccharomyces, que o rendimento em etanol permanecia constante em todos os
niveis de indculo, enquanto a velocidade especifica de crescimento € 0
rendimento em biomassa diminuiram com o aumento de sua concentracdo. A
partir desses resultados afirmaram que os parametros de produgao sao menos
afetados pela variagdo do inoculo do que parametros de crescimento
(produtividade).

Strehaiano et al. (1983) conduziram um trabalho com o objetivo de
observar a influéncia do nivel de inéculo sobre o rendimento fermentativo e
proporgdo de crescimento. Concluiram que o nivel de 2% proporciona longo
tempo de fermentacéo, alta producdo de biomassa e bom crescimento especifico;
com o nivel de 10% houve redugdo do tempo de fermentagdo e a fase lag foi
bastante reduzida: com o nivel de 60% a fermentacgao foi rapida e nao foi possivel
observar a fase lag; o crescimento especifico foi baixo. Os mesmos autores
comentam que trabalhos em fermentagdo alcodlica tém sido conduzidos sob
diferentes condigdes de inoculagdo. Esses autores citam que estudos de cinética
de crescimento da levedura sdo freqientemente conduzidos sem qualquer
referéncia a quantidade de indculo, e diversos autores no estudo da fermentacao
alcodlica usaram diferentes niveis de indculo. Acrescentaram que tais condigoes
experimentais ndo padronizadas certamente podem produzir resultados
diferentes. Ainda as conclusdes dos pesquisadores procuram responder a questao
de qual quantidade de inéculo deve ser empregada. Inéculos pequenos s&o
considerados para estudos basicos em parametros cinéticos pois resultam em

longos tempos de fermentacdo, alta producdo de biomassa e boa taxa de
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crescimento. A inoculagdo com 10% (v/v), a partir de uma suspensao de células
(indculo preparado) com 10° células / mL, é classificada pelos autores como de
uso classico em industrias de fermentacdo. Essa quantidade de indculo também
permite estudos cinéticos (lag fase é minimizada) e tem a vantagem de reduzir o

tempo de fermentacao.

Em fermentacdes (30°C) com S. cerevisiae, com 7 x 10° células / mL, em
meio de solucdo de mel com 25° Brix, Nagodawithana & Steinkraus (1974)
obtiveram fermentados com 12% (vilv) de etanol em 2,5 a 3 horas, ou seja,
fermentagbes rapidas; a taxa de mortalidade foi elevada, e apenas 2,1%
sobreviveram ao final de 3 horas sob condigdes anaerdbias. A oxigenagio
provocou um aumento progressivo na sobrevivéncia das células. Os autores
definem "fermentacao rapida" como sendo aquela em que o teor de etanol atinge
12% (v/v) em 6 horas ou menos. Esta fermentagéo é conseqiiéncia, primeiro, do
uso de concentracdo de células de 3 x 10° células / mL. Em elevada
concentracdo de agucar (25 °Brix, mel de abelha), Nagodawithana & Steinkraus
(1974) mostraram que a 30°C houve diminuicdo na viabilidade celular ao longo
das 5 horas em que a fermentagao ocorreu. Dentre temperaturas de 15 a 30°C,
as concentracdoes menores de células causaram retardamento da produgdo de
etanol, apresentando menores velocidades maximas durante a fermentacéo (7
horas). Os pesquisadores ao estudar em diversas condigdes de concentracdo de
substrato, quantidade de indculo e temperatura de fermentacdo, fazem
importantes comentarios para o delineamento de experimentos. Se o tempo de
fermentagcdo ndo € questao primordial, as condi¢cdes de fermentacdo podem ser
selecionadas de modo a manter a populagdo de levedura estavel ou com

crescimento.

Durante a fermentacdo em batelada a levedura S. cerevisiae mostra, ao
longo da fase de crescimento, taxas elevadas de glicolise e conseqguentemente de
producdo de etanol. Durante a fase estacionaria as taxas decrescem
gradualmente levando ocasionalmente a fermentagdes muito lentas e incompletas
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("sluggish fermentation” ou "stuch fermentation") em meios contendo altos teores
iniciais de aclcar (Salmon & Mauricio, 1994). Os autores conduziram estudos de
cinética de fermentagio em meio com 285 g / L de glicose, 10 g / L de extrato de
levedura, 20 g / L de bacto-peptona, tamponizado a pH 3,5 com tampdo 30 mM

de Acido citrico / citrato: a concentracao inicial de células foi de 10° células / mL.

2.1.4. Metabdlitos

Segundo Toda et al. (1987) a inibigdo de crescimento pela concentracao
de etanol é de 45g/L para Kluyveromyces fragilis e 125g/L para Saccharomyces
cerevisiae UQMB6Y. As concentracbes de etanol que inibem completamente a
fermentacao variam entre 93-235g/L. Em alguns relatos, ela € quase a mesma ou
um pouco maior da que inibe o crescimento. Segundo Salgueiro et al. (1988) o
etanol estimula a morte térmica e inibicdo do sistema de transporte da D-xilose,
além de provocar autélise celular, nas concentragbes acima de 10 e 16% viv,

respectivamente.

O efeito inibitério do etanol produzido em Saccharomyces cerevisiae
durante a fermentagdo é complexo e € o principal fator para resultar em
fermentagéo incompleta e consequentemente de baixo rendimento fermentativo.
Portanto, o melhor conhecimento do efeito de etanol sobre a levedura pode ser
interessante para melhorar a fermentagdo (Galeote et al. 2001). O etanol retarda o
crescimento da levedura, reduz sua viabilidade e habilidade fermentativa. O etanol
também modifica a fluidez da membrana plasmatica (D' Amore et al. 1988),
estimula a atividade da membrana plasmatica H+-ATPase (Monteiro & Sa-Correia,
1998) e inibe o transporte de glicose (Salmon et al. 1993). Teores de etanol entre
4 e 6% (vl/v) induzem a formagdo da proteina de choque térmico em meio de
cultura com levedura a 24°C e inéculo de 10° células / mL. Entretanto, pouca
informac&o esta disponivel para condigdes fermentativas industriais, as quais sao
caracterizadas por alta concentracdo inicial de agicar (150-260 g/L), e por
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conseguinte alta concentracdo final de etanol (11-15% v/v), baixo pH (2,9-3,6) e
baixa disponibilidade de nitrogénio. A principal caracteristica desse tipo de
fermentacdo € a maior produgdo de etanol na fase estacionaria das células.
Durante a fase estacionaria a fermentacdo decresce até a completa exaustdo de
acucar. O impacto de etanol no decréscimo da fermentacdo ndo esta ainda
precisamente esclarecido (Galeote et al., 2001).

A levedura S. cerevisiae produz grandes quantidades de glicerol como um
regulador osmaético durante estresse hiper-osmoético e como fonte de redox em
baixa disponibilidade de oxigénio. O metabolismo do glicerol € de fundamental
importancia no metabolismo da levedura, especialmente em meios com baixo
potencial osmético. Sob condi¢goes anaerobias o glicerol € formado para reoxidar o
NADH formado em reag¢des de anabolismo e na sintese de acidos organicos. Sob
condigbes aerdbias o glicerol pode também ser formado, mas normalmente em
teores mais baixos; excegao ocorre em baixo potencial osmético, quando o glicerol
age como regulador osmoético e quantidades substanciais podem ser formadas
(Costenoble et al., 2000).

A producao de glicerol sob condicoes fermentativas pode ser eliminada
pela presenca de baixas concentragcdes de oxigénio (condicbes microaerobias).
Estudos de modelagem matematica indicam que nesse caso a oxidacdo do
excesso de NADH ocorre via cadeia de transporte de elétrons da mitocondria. A
reducao da formagao de glicerol neste sistema teria grande impacto na producao
de etanol combustivel, minimizando a formag¢ao de subprodutos. Dependendo das
condicoes de fermentacao, cerca de 4 a 10 % da fonte de carbono podem ser
convertidos para glicerol (Costenoble et al., 2000).

Jones & Greenfield (1986) demonstraram que o etanol formado tem maior
efeito na redugado da atividade de agua no substrato de fermentacdo do que os

acucares. Os resultados experimentais com trés linhagens de levedura mostraram



que a inibicdo do etanol ocorre tanto reduzindo a atividade de agua como em

consequéncia de sua propria toxicidade a célula de levedura.

2.1.5. Cinética da fermentacao alcodlica

Sablayrolles & Barre (1993a) utilizaram a determinag&o do gas carbonico
por pesagem em intervalos de tempo, para monitorar e calcular dados cinéticos da
fermentacdo. A validade desta metodologia para monitorar a fermentacao foi
demonstrada por El Haloui et al. (1989). Demonstraram que em fermentagdes sob
diversas condigcOes isotérmicas essa relagdo varia com as diferentes temperaturas
estudadas (16 a 30°C). Comparando as duas condicbes de temperatura
(isotérmicas e anisotérmicas) na duracdo da fermentacdo os autores verificaram
que a fermentacdo é acelerada em certos momentos sob condigoes
anisotérmicas. Segundo eles este fendmeno parece ser influenciado severamente
por outros fatores, particularmente pela assimilacdo de nitrogénio contido no
mosto. Com alguns mostos é possivel obter a mesma duragdo da fermentacao em
condigdes anisotérmicas com uma temperatura inicial bem mais baixa (22°C em
vez de 30°C). Entretanto, esta ativacdo algumas vezes apresenta consequéncias
negativas, como a elevada mortalidade celular no final da fermentacao
(Sablayrolies & Barre, 1993a).

Bryan & Silman (1991) dtilizando levedura seca comercial
(Saccharomyces cerevisiae) como indculo, mostraram que foi requerida uma lag
fase de apenas 15 minutos para que a levedura seca iniciasse o crescimento e
producdo de etanol. Esses mesmos autores relataram que a concentrac@o de
etanol pode ser estimada com precisao através da perda de massa durante a

fermentacéo, com pré-saturagdo do meio com CO; antes do manuseio.

A fermentacgéo alcodlica € um processo complexo que envolve diferentes

mecanismos fisicos, quimicos, bioquimicos e microbiolégicos. Os principais
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fatores como a temperatura, pH, etanol, aglcar, nutrientes, oxigénio e inibidores,
estao bastante identificados e seu efeito parcialmente descrito. A modelagem
precisa da cinética é impossivel devido aos inumeros parametros envolvidos, ao
lado da variabilidade da composigao dos mostos naturais. A predicao da cinética é
de grande utilidade para a avaliagao do tempo de fermentagéo e para a prevencao
de fermentagdes longas ("stuck fermentations"). No futuro isto pode ser possivel
usando um modelo empirico baseado em observagdes cinéticas (Sablayrolles &
Barre, 1993b).

Na Figura | podem ser observadas variagbes nos teores de etanol e
acucares redutores totais no mosto/vinho, no decorrer da fermentagdo com 10%
de fermento inicial (Saccharomyces cerevisiae). Nota-se que em quatro horas de
fermentacao a concentragéo de agucar aproximou-se de zero, quando foi atingida

praticamente a maxima concentragéo de etanol na suspensao.
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Figura | - Cinética de consumo de agulcares redutotres totais e formacgao de etanol
no mosto/vinho, durante o transcorrer da fermentacao (Basso & Amorim,
1988b).
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Caro et al. (1991) em estudo sobre o desenvolvimento de um modelo
cinético para a fermentag@o alcodlica de mosto de uva em batelada, na faixa de
pH 3,0-3,6, observaram a inibicdo do crescimento da levedura pelo substrato, e
em segundo plano a inibigdo competitiva dos aguicares do substrato. Finalmente, a
inibicao pelo produto e a redugdo da viabilidade da levedura foram observados e
atribuidos ao etanol . Esses autores observaram que em fermentadores de
laboratério, com inoculo de 1,8x10° e substrato com 214 g ART/litro, a produgéo
de CO, e etanol ndo correspondem a um simples célculo estequiométrico.
Atribuem a diferenca ao gas carbonico produzido pela atividade respiratéria da
levedura. Sob condigdes microaerofilicas a demanda especifica em oxigénio para
a respiragéo da S. cerevisiae € de 8 mmol O2/h/g de biomassa, em condigoes
operacionais industriais; este valor mostrou-se consistente com o0s resultados
obtidos em fermentador piloto. O crescimento da levedura S. cerevisiae consome
10g substrato/g biomassa, e 0,01g substrato/h/g biomassa. Esses valores
significam um consumo de substrato para manutencéo abaixo de 10% do total de
substrato consumido. Os autores afirmam ser possivel o uso do modelo cinético
obtido com os dados de laboratério para uma escala de processo industrial, com
condicdes operacionais similares empregadas em cada escala. Esses autores
concluem que a respiragdo pode explicar até 50% das perdas totais na eficiencia
da levedura (geralmente, entre 5 a 20g de etanol / litro), enquanto a evaporagao
do etanol ndo é maior que 10% das perdas totais; outros processos, como a
sintese de componentes celulares e produtos secundérios do metabolismo, sao

ainda apontados como mecanismos importantes.

Bely et al. (1990) explicam que a taxa de producé@o de CO2 é obtida por
acompanhamento polinomial e que as numerosas medidas da evolugdo do COz e
a precisdo da pesagem (0,1 ou 0,01 g) permitem obter a taxa de produgao de CO2
com boa precisdo. Esses autores propdem que a curva de produgao de CO2
possa ter diversas aplicagbes Uteis e significativas. O valor maximo desta taxa
fornece uma informagao preliminar sobre a fermentabilidade do mosto. A curva de

CO-, pode ser usada para predicdo da cinética, especialmente em fermentacgoes
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lentas; as curvas nao permitem a predicao de fermentacao lenta, mas podem ser
usadas ao final da fermentagao para detectar o risco de paralisagdo prematura. El
Haloui et al. (1989) também se preocuparam com um método para predicdo da
cinética da fermentacdo em linha (“on-line”), de modo que se possa prevenir a
paralisagdo prematura da fermentagdo, e a sua finalizagao para estimar o tempo

total da mesma.

Bazua & Wilke (1977) encontraram valor de produgao especifica de etanol
de 1,098 g/g/h para 60 g/L de glicose com Saccharomyces cerevisiae ATCC4126.
Aiba et al. (1969) chegaram a um valor maximo de 1,0 g/g’/h com linhagem S.
cerevisiae com deficiéncia respiratoria. No referido trabalho a maxima
concentracdo especifica de etanol produzido € de 0,58 g/g/h em cultivo em
batelada com alta concentracdo de levedura e um valor de 0,75 g/g/lh com o
reciclo continuo de células. A eficiéncia da fermentacao foi também relativamente
alta em fermentagdo continua (84-86%) e o maximo de produtividade de 36 g/L/h
em meio com 20% de glicose. Dados de Cysewski & Wilke (1977) mostraram
valores de 29 g/L/h e 40 g/L/h, respectivamente, em meio com 10 e 33,4% de
glicose.

Rosaris et al. (1979) em estudo da cinética da fermentagao alcodlica com
alta concentracéo de levedura, da ordem de 3,0 x 10° células viaveis / mL (3,6 +2
x 10'° células/g), com a concentragéo de glicose de 200 g/L, observaram que nas
primeiras 3 horas o decréscimo de acucares redutores totais (ART) foi
aproximadamente constante e que a razdo de utilizacdo € de 0,40+0,03g de
etanol/g de ART utilizado que quando comparado com o valor estequiométrico de
0,511 g/g, corresponde a 78,3% de conversdo de glicose em etanol. A produgéo

especifica de etanol foi estimada como 1,62+0,2 x 10™'g de etanol/célula viaveL

ou 0,58 g/g/h.

Com concentracdo de glicose superior a 150 g/l ha decréscimo de
crescimento celular proporcional ao aumento da concentragdo. Concentragao de
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glicose acima de 400 g/L, aumenta acentuadamente a fase lag, o crescimento

comega apos 95 horas sob concentragdo de glicose de 600 g/L (Toda et al., 1987).

Ha efeito sinergistico entre as concentragdes de etanol e glicose. Sobre o
crescimento da levedura nao foi verificada inibicao com a concentragéo de 10g de
glicose/lL, e o crescimento especifico da levedura foi quase constante para
concentracdo de etanol menor que 12 g/L. Acima desse valor, o crescimento
especifico decresceu linearmente com o incremento da concentracdo de etanol. A
concentracdo na qual o crescimento € inibido completamente, foi estimado em 95g
de etanol/L. Quando a concentracdo de glicose existente foi incrementada (100 e
200 g/L) o crescimento foi severamente inibido por concentragbes menores de
etanol. A inibicdo total da fermentacdo foi observada com 195 g/L de etanol (Toda
et al., 1987).

Sablayrolles & Barre (1993b) verificaram que o nitrogénio assimilavel € um
parametro muito importante na cinética da fermentacdo e o limite de deficiéncia E
cerca de 140 a 150 mg N/litro. Assim, a produgéo instantanea de CO, pode ser
influenciada ndo somente pela temperatura mas também pelo elevado teor de

nitrogénio em mostos.

Rubio & Navarro (1989) em estudo do efeito de agitacdo sobre as
variaveis cinéticas da fermentaco alcodlica com S. cerevisiae, em meio contendo
melago com 15% de aglcares redutores totais, verificaram que as taxas de
producdo de etanol, produtividade especifica, taxas de utilizagdo de substrato e de
crescimento, estiveram significativamente relacionadas com a taxa de agitacao.
Este resultado seria explicado por aumento de transferéncia de massa, o que
permitiia maior absor¢ido de substrato e rapida eliminagdo do produto pela
levedura. Detectaram nesse processo valores de produtividade volumétrica e
taxas de crescimento de 33 e 83%, respectivamente, acima dos valores obtidos
sem agitacdo, quando esta foi de 200 rpm. O crescimento celular & aumentado

pela agitacZo e resulta numa rapida formagao de etanol.




3. MATERIAL E METODOS
3.1. Ensaios de fermentacao

Os ensaios foram conduzidos com quatro repeticdes para cada
tratamento.

3.1.1. Fatores que afetam a fermentacao em meio de glicose

Os experimentos foram conduzidos em frascos agitados contendo
substratos de concentragdo definida. Em meio de glicose foram estudados os
efeitos de diversos fatores, cada um numa faixa de variagdo: a) quantidade de
inéculo: de 10® células viaveis / mL, que é o limite a partir do qual praticamente
nao ocorre multiplicagcéo celular, além de ser observado, no inicio e decorrer das
fermentacdes industriais em batelada; de 10* células viaveis / mL, sendo adotado
como o tratamento comparativo, com possibilidade de crescimento celular; b) pH
inicial: de 3,5 que ocorre no inicio das fermentagdes industriais, e de 5,0 que é o
pH proximo do ideal para crescimento e utilizado em grande parte dos
experimentos de laboratério; c) temperatura de fermentagdo: 32°C como favoravel
a levedura, e a de 38°C observada durante a fermentagdo na maioria das
destilarias brasileiras; d) concentragdes de substrato: 80, 120, 160 e 200g ART / L
que incluem experimentos normalmente realizados em laboratério e nas condiges

industriais.
Em resumo, os tratamentos utilizados foram:

a) Quantidade de indculo de levedura:
10° a 10° células viaveis / mL
10* a 10° células viaveis / mL

b) Concentragdo de substrato: 80, 120, 160 e 200 g ART / L
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c) pH:3,5e5,0
d) Temperatura: 32 e 38°C

Para instalagdo desse experimento foi preparado, em um frasco
erlenmeyer, 1,5L de meio para cada concentragéo de substrato. Os meios foram
esterilizados em autoclave a 121°C com presséo de 1 atmosfera por 20 minutos.
O pH dos meios foi corrigido com HSOs 0,1N e NaOH O,1N. Estes foram
inoculados com o fermento seco na quantidade adequada (37,5g por frasco ou
2,5g / 100mL de meio) para atingir a concentracéo de células vidveis desejada;
este foi 0 procedimento para os tratamentos com inoculo de 10® células viaveis /
mL. Para os tratamentos com indculo de 10* células viaveis / mL foi preparada
uma suspensdo padrdo, a partir de indculo de fermento seco da mesma forma
como foi preconizado para inéculo 10®. Com esta suspensao foi feita diluicdo de
1:10000 para obter inéculo de 10* (150u! / 1,5L). A levedura utilizada foi a
Saccharomyces cerevisiae, linhagem Y904 do fermento seco produzido pela Mauri
do Brasil Ltda; este fermento apresentou entre 88 a 90% de viabilidade celular.

Os meios estéreis inoculados foram posteriormente distribuidos nos
frascos erlenmeyer de fermentacdo de 250mL (150mL de meio), colocados em um
“shaker’ de temperatura controlada e sob agitagdo a 150 rpm. As analises
realizadas nos meios preparados e inoculados foram: ART, teor de fermento
Umido, matéria seca, contagem de leveduras e viabilidade celular; e nos frascos
ao final da fermentagdo foram: etanol, glicerol, agucar residual, teor de fermento

umido, contagem de leveduras e viabilidade celular.
A composicio do meio de fermentagdo em minerais e fonte nitrogenada

protéica é a seguinte (g/100mL): KH>PO4 (0,50); NH4CI (0,15); MgS047H20
(0,10); KCI (0,10) e extrato de levedura (0,60).
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As caracteristicas dos meios preparados e inoculados no tempo inicial,
para cada um dos tratamentos sdo mostrados nas Tabelas a seguir.

Tabela | — Composi¢éo do mosto no tempo inicial de fermentagdo, com pH inicial 3,50 e indculo de
3.72 x 10° células viaveis / mL.

Tratamentos Fermento Glicose
Umido Seco Matéria Inicial
Seca Real
gART/L (g/100mL) (%) (g/100mL)
80 9,00 2,46 27,34 7,98
120 8,10 2,25 27,81 12,06
160 8,30 2,46 29,60 16,14
200 8,00 2,36 29,46 20,30

Tabela Il = Composigéo do mosto no tempo inicial de fermentagdo, com pH inicial 5,0 e indculo de
7,32 x 10° células viaveis / mL.

Tratamentos Fermento Glicose
Umido Seco Matéria Inicial
Seca Real
gART/L (g/100mL) (%) (g/100mL)
80 9,60 2,35 24 51 7,99
120 8,00 2,02 2527 12,22
160 9,60 2,46 25,63 16,18

200 8,10 210 25,93 20,29
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Tabela lll — Composigdo do mosto no tempo inicial de fermentagdo, com pH inicial 3,50 e inoculo

de 5,12 x 10* células viaveis / mL.

Tratamentos  Glicose Inicial Real
gART/L (g/100mL)

80 8,05

120 11,99

160 16,08

200 20,10

Tabela IV — Composigao do mosto no tempo inicial de fermentagdo, com pH inicial 3,50 e inoculo

de 4,20 x 10" células viaveis / mL.

Tratamentos  Glicose Inicial Real

g ART/L (g/100mL)
80 8,00
120 12,32
160 16,12
200 20,57
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3.1.2. Fermentacgao alcodlica em diferentes substratos

Neste ensaio foram feitos experimentos com diferentes substratos
empregados em fermentacdo alcodlica (glicose, sacarose, xarope, melaco de
menor pureza e melago de maior pureza), com acompanhamento da cinética de
liberacao de CO,. Os tratamentos incluem a concentragdo de aglcar (80, 110,
120, 140, 160, 170 e 200g ART / L), em substratos inoculados com 10% células
viaveis / mL, pH 3,50 e temperatura de fermentacdo de 38°C.

Para instalacdo deste experimento foi preparado, em um frasco
erlenmeyer, 1,5L de meio para cada tipo de matéria prima utilizada e concentracdo
de substrato em agucar. Os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C com
pressao de 1 atmosfera por 20 minutos. O pH dos meios foi corrigido com H.SO4
0,1N e NaOH 0,1N. Estes foram inoculados com o fermento seco na quantidade
adequada (37,59 por frasco ou 2,5g / 100mL de meio) para atingir a concentragéo
de células viaveis desejada (10° células viaveis / mL). A levedura utilizada foi a
Saccharomyces cerevisiae, linhagem Y904 do fermento seco produzido pela Mauri
do Brasil Ltda.

Os meios estéreis inoculados foram posteriormente distribuidos nos
frascos erlenmeyer de fermentacao de 250mL (150mL de meio), colocados em um
“shaker” de temperatura controlada e sob agitacdo a 150 rpm. As analises
realizadas nos meios preparados e inoculados foram: ART, teor de fermento
umido, matéria seca, contagem de leveduras e viabilidade celular; e nos frascos
no final da fermentacao foram: etanol, glicerol, agucar residual, teor de fermento
umido, contagem de leveduras e viabilidade celular.

Em meios de glicose e de sacarose foram acrescidos sais minerais e fonte
nitrogenada protéica nas concentragbes seguintes (g/100mL): KH>PO4 (0,50);
NH4CI! (0,15); MgS0.47H,0 (0,10); KCI (0,10) e extrato de levedura (0,60). O



xarope e os melagos foram coletados diretamente na linha de produgdo de usinas
de aglcar do Estado de Sao Paulo.

O xarope e os melagos utilizados foram analisados e sua composigao esta

apresentada na Tabela V a seguir.

Tabela V - Caracteristicas das matérias primas coletadas nas usinas de agucar

Matéria Prima Cinzas Brix AR ART Sacarose Pureza

ART Sacarose

(ppm)  (%p/p) (%pp) (%pip) (% PP (%)
Xarope 22,30 63,93 7,84 59,32 49,03 93 77
Melaco de Menor Pureza 101,00 84,70 10,69 63,64 50,43 75 60
Melaco de Maior Pureza 67,90 82,20 7,89 67,31 56,59 82 69
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A Tabela VI mostra as caracteristicas dos meios inoculados no tempo
inicial de fermentacao.

Tabela VI — Composigao do mosto no tempo inicial de fermentagdo, nos meios de glicose,
sacarose, xarope, melaco de menor pureza e melago de maior pureza, nas
condigdes de indculo 10%, pH inicial 3,50 e 38°C.

Tratamentos Fermento ART Viabilidade Células Viaveis
Umido Seco Matéria no Mosto  Celular
Seca
gART/L (g/100mL) (%)  (g/100mL) (%) (cel/mL)
Glicose
80 7,09 1,94 27.40 8.05 83 5,15 x 10°
120 7,10 2,06 28,95 12,00 83 5,64 x 10°
160 7.85 216 27.53 16,03 85 5,35 x 10°
200 7.29 2,16 29,70 19,96 79 4.96 x 10°
Sacarose
80 7.10 1,97 27,78 . 87 3,84 x 10°
120 6,95 1,99 28,66 11,20 87 3,16 x 10°
160 6,90 2,05 29,77 15,67 85 3,36 x 10°
200 6,73 2,08 30,89 19,65 87 4,20 x 10°
Xarope
80 7.43 2,03 27,31 7.35 85 3,28 x 10°
120 6,28 1,85 29,42 11,48 79 3,20 x 10°
160 6,38 1,95 30,56 15,56 85 5,64 x 10°
200 6,20 1,92 30,97 19,65 78 3,48 x 10°

Melaco de Menor Pureza

80 6,88 2,06 30,01 7.65 84 3,72x10°
110 7,08 222 31,42 11,86 86 3,84 x 10°
140 7.53 243 32,28 13,83 83 5,80 x 10°
170 7.60 2,74 36,00 18,67 83 3,56 x 10°
Melaco de Maior Pureza
80 5,83 1,90 32,58 7.12 89 424 x 108
110 6,00 1,92 32,05 11,48 88 5,96 x 10°
140 6,68 2,08 31,08 14,36 83 364 x10°
170 7.33 2.26 30,85 17,78 83 5,08 x 10°
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3.1.3. Cinética da liberagdao de CO, na fermentacao alcodlica em diversos

substratos
3.1.3.1. Fatores que afetam a cinética de liberacdo de CO;

Os tratamentos delineados referem-se a concentragao de agucar (80, 120,
160 e 200g ART / L, em substrato de glicose inoculado com 10® células viaveis /
mL, pH 3,5 e temperatura de fermentagdo de 38°C. Para instalacdo desse
experimento foram preparados 1,5L de meio para cada concentragao de substrato,
e colocados em um frasco Erlenmeyer de 2L. Os meios foram esterilizados em
autoclave a 121°C com presséo de 1 atmosfera por 20 minutos. O pH dos meios
foi corrigido com H,SO4 0,1N e NaOH 0,1N. Estes foram inoculados com o
fermento seco na quantidade adequada (37,5g por frasco ou 2,5g / 100mL de
meio) para atingir a concentragdo de células viaveis desejada. O ensaio foi
conduzido mantendo os frascos erlenmeyer sob agitacdo a 150 rpm em um
“shaker” a 38°C.

No decorrer da fermentacdo foram feitas pesagens horarias dos frascos
em fermentacao para determinar o desprendimento de gas carbonico. A pesagem
foi interrompida quando se obteve peso constante entre dois tempos sucessivos,
caracterizando o término da fermentagéo, pelo esgotamento de agucar ou pela
inibicido da levedura. Foram calculadas as variaveis cinéticas de fator de
conversdo de substrato em produto (Yps) € em células (Yxs); e velocidade media
de formacdo de etanol (VMFE), de crescimento celular (VMCC) e de consumo de
substrato (VMCS).

Com base nos resultados obtidos de CO- liberado, foram calculados o

etanol formado e o agticar consumido e foi verificado o desvio desses valores em

relacdo aos resultados analiticos reais.
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3.1.3.2. A cinética de liberagdao de CO; em diferentes substratos

Os tratamentos delineados referem-se a concentragdo de agucar (80, 120,
160 e 200g ART / L, em substrato de glicose inoculado com 10° células viaveis /
mL, pH 3,5 e temperatura de fermentagdo de 38°C. Para instalacdo desse
experimento foram preparados 1,5L de meio para cada concentracado de substrato,
e colocados em um frasco Erlenmeyer de 2L. Os meios foram esterilizados em
autoclave a 121°C com presséo de 1 atmosfera por 20 minutos. O pH dos meios
foi cormrigido com H.SO4 0,1N e NaOH 0,1N. Estes foram inoculados com o
fermento seco na quantidade adequada (37,5g por frasco ou 2,5g / 100mL de
meio) para atingir a concentragcdo de células viaveis desejada. O ensaio foi
conduzido mantendo os frascos erlenmeyer sob agitagcdo a 150 rpm em um
“shaker” a 38°C.

No decorrer da fermentacao foram feitas pesagens horarias dos frascos

em fermentacao para determinar o desprendimento de gas carbonico.
Foram calculadas as variaveis cinéticas Yps € Yyws; VMFE, VMCC e VMCS.

Com base nos resultados obtidos de CO- liberado, foram calculados o
etanol formado e o acgucar consumido e foi verificado o desvio desses valores em

relacéo aos resultados analiticos reais.

3.1.4. Cinética da fermentagao alcodlica em substrato de glicose

Os tratamentos delineados referem-se a concentragdes de agucar de 80,
120, 160 e 200g glicose / L, inoculados com 10® células viaveis / mL, pH 3,5 e
temperatura de fermentagdo de 38°C. Para instalagdo desse experimento foram
preparados 1,5L de meio para cada concentragao de substrato, e colocados em
um frasco Erlenmeyer de 2L. Os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C
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com pressado de 1 atmosfera por 20 minutos. O pH dos meios foi corrigido com
H,SO4 0,1N e NaOH 0,1N. Estes foram inoculados com o fermento seco na
quantidade adequada (37,5g por frasco ou 2,5g / 100mL de meio) para atingir a
concentragdo de células viaveis desejada. O ensaio foi conduzido mantendo os

frascos erlenmeyer sob agitagdo a 150 rpm em um “shaker” a 38°C.

Neste ensaio com substrato de glicose foi realizado acompanhamento
horario da cinética de liberacdo de CO,, formagao de etanol e glicerol, consumo
de substrato, variacao de pH do vinho, teor do fermento Umido, matéria seca,
viabilidade celular e nimero células viaveis / mL. Foram também calculadas as
variaveis cinéticas e outras: Yps € Yus; VMFE, VMCC e VMCS; velocidade meédia
especifica de formagdo de etanol (VMEFE), de crescimento celular (VMECC) e de
consumo de substrato (VMECS); velocidade instantanea de formacéo de etanol
(VIFE), de crescimento celular (VICC) e de consumo de substrato (VICS);
velocidade especifica de formacdo de etanol (VEFE), de crescimento celular
(VECC) e de consumo de substrato (VECS).

Com base nos resultados obtidos de CO- liberado, foram calculados o

etanol formado e o aclcar consumido e feita a comparagdo dos valores obtidos

em relacéo aos resultados analiticos reais.
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3.2. Determinag¢oes analiticas

3.2.1. Cinética da produgao de gas carbonico

O CO; foi medido através de pesagens dos frascos de fermentagdo em
intervalos de tempo de uma hora. A diferenca de peso comresponde & massa de

CO-, desprendido, com precisao de + 0,01g.

3.2.2. Determinagao de massa celular

Foi tomado 20 mL do vinho bruto, e transferido para o tubo da centrifuga
com o peso ja conhecido. A seguir foi feita a centrifugacdo a 3000 rpm durante 5
minutos. O sobrenadante foi separado para determinagdo do pH. O tubo com o
precipitado de células foi pesado para obten¢do do peso imido. O fermento umido
foi transferido para Placa de Petri de boa resisténcia térmica, de peso conhecido,
onde foi feita a secagem em estufa a 105-110°C até a obtencdo de peso
constante. Com o peso do fermento umido e seco, calculou-se respectivamente o

teor do fermento e a percentagem de matéria seca.
3.2.3. Determinagao de etanol

O etanol foi determinado com a destilagdo de 25mL do vinho no
microdestilador Kjeldhal adaptado para destilacdo de volateis. Com o destilado

obtido foi feita a leitura do grau alcodlico no densimetro digital Anton-Paar DMA-48
( Amorim et al., 1982).
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3.2.4. Determinagao do pH do vinho

O pH foi determinado no sobrenadante livre de células de levedura (item
3.2.2.), em medidor digital de pH.

3.2.5. Determinacao do teor de cinzas condutivimétricas

Metodologia descrita por De Whalley (1975). Condutivimetro aferido com
soluco padrao de 1,412mV/cm a 25°C. Foi pipetado 5mL da amostra em balao
volumétrica de 100mL e o volume completado com agua deionizada. A
porcentagem de cinzas é calculada da seguinte maneira:

% cinzas = 0,0018 x Condutividade especifica (umhos)

3.2.6. Determinacgdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada com a utilizagdo de eritrosina para
colorir as células mortas de levedura, segundo Bonneu et al. (1991). A contagem
foi efetuada ao microscopio ético através da camara de Neubauer. A técnica
consiste em se misturar em proporgdes iguais a suspensao da levedura (amostra)
devidamente diluida, com a solugcdo corante. As células viaveis nao ficam
coloridas enquanto as células inviaveis ou inativas fisiologicamente (mortas)
apresentam-se coloridas de rosa intenso. Foram contadas no minimo 500 células

por camara.

Viabilidade celular (%) = n° células vivas / n° total de células (vivas e mortas) x 100;

n° total de células viaveis x 1/0,00025 .
N° células viaveis / mL = x diluicdo x 107
n° total de reticulos contados
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3.2.7. Determinacgao de glicose

A glicose foi determinada pelo método enzimatico (glicose oxidase e
peroxidase) associado a um sistema revelador de fenol-4-aminofenazona,
produzindo um composto colorido, com leitura em espectrofotdmetro a 505 nm ou
em fotocolorimetro com filtro verde (490-530 nm). A reag&o € linear até 4,5 g/ L de
glicose (Trinder, 1969; Henry et al., 1974). A reagdo que envolve a glicose é a
seguinte:

Glicose + O, + H,0 GOD p H20 + acido glucdnico

2H,0, + 4AF + Fenol POD —p. 4(benzoquinona monoimino) fenazona + 4H,O

3.2.8. Determinacao de acgucares redutores totais (ART) e actcares residuais
(AR)

Para determinagéo de ART a amostra foi submetida a uma hidrolise acida,
quando necessario. Os acucares redutores foram quantificados pelos métodos de
Lane e Eynon ou pelo método de Somogyi e Nelson, de acordo com a quantidade
de agucar presente no meio. Nas concentragbes de agticar menores que 0,5%
empregou-se 0 método de Somogyi e Nelson mediante a reacéo colorimétrica.
Nas concentragbes iguais ou maiores que 0,5% de agucar foi empregado o
meétodo Lane e Eynon que consiste na redugdo do Cu™ em Cu’, pelos acgticares
redutores através de técnica de titulometria (Zago et al.,, 1996). Os agulcares
residuais foram determinados da mesma forma como foi preconizado para ART,
porém sem a reacao de hidrolise da sacarose.
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'3.2.9. Determinagao de glicerol

O glicerol foi determinado pelo método enzimatico (lipase, GK, GPO, POD,
ATP, 4AF e 3,5 - HDCBS). A amostra colorida com 4-aminofenazona foi lida no
espectrofotdmetro a 505 nm ou em fotocolorimetro com filtro verde (490-530 nm).
A reagao ¢é linear até 9 g/ L de glicerol (Fossati & Prencipe, 1982; McGowan et al,,
1983). Os triglicerideos sao determinados segundo o seguinte esquema:

Lipase

Triglicerideos + H,0, —® glicerol + &cidos graxos livres

Trton X-100

Glicerol-quinase

Glicerol + ATP » |- q - glicerol-fosfato + ADP

MgCl,

L - o - glicerol-fosfato oxidase
L - o - glicero-ifosfato + O, » H,0, + deidroxiacetona-fosfato
Peroxidase

2H,0, + 3,5-dicloro-2-hidroxibenzeno- ———p benzoquinona monoimino fenazona + 4H,0
acido sulfénico + 4-aminofenazona B

K4 e(CN)s 4— K3Fe(CN)e

3.2.10. Rendimento da fermentacao e eficiéncia da levedura

O rendimento da fermentagdo (%) foi calculado a partir do etanol
produzido em relagdo ao teor de ART presente no substrato. A eficiéencia da
levedura (%) foi calculada a partir do etanol produzido em relacdo ao teor de ART
consumido. Ambos com base na estequiometria da reagdo de fermentacao (19
ART: 0,5111g ou 0,6475mL de etanol a 20°C).
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3.2.11. Variaveis cinéticas

As variaveis cinéticas foram calculadas como segue (Copersucar, 1987):

Velocidade média ou produtividade — é a velocidade média com que ocorre a

transformac&o em um dado intervalo de tempo (At).

Velocidade média de crescimento

rx = X/ At = (X —xo) / (tr—to) g/L/h

Velocidade média de consumo de substrato

rs=AS/At=(so-s1)/t -to g/lL/h

Velocidade média da formacéo de produto

ro = AP/ At = (pr—po) / (fr — to) mL/L/h

As velocidades instantaneas em varios momentos da fermentacg3o:

Velocidade instantanea de crescimento

o =dX/dt (g/L/h)

Velocidade instantanea de consumo de substrato
re = dS /dt (g/L/h)

Velocidade instantanea de formacdo de produto

r,=dP /dt (mUL/h)

Lad
Lad



As velocidades instantaneas da formagdo de produto (etanol) e de
consumo de substrato foram calculadas através das equagdes ajustadas aos

dados originais. A velocidade é obtida derivando a equacao.

Velocidade especifica de crescimento (p), definida como relagéo entre a
velocidade de crescimento r, observada em um instante t e a concentracao X de

microrganismos observada no mesmo instante.

Hx =/ X

Velocidade especifica de consumo de substrato (ps), definida como a relagao entre
a velocidade de consumo de substrato rs observada em um instante t e a

concentracéo de microrganismos observada no mesmo instante.

Hs=Ts/ X

Velocidade especifica de formacdo de produto (p), definida como relagdo entre a
velocidade de formagdo de produto r, observada em um instante t e a

concentragdo de microrganismos observada no mesmo instante.

Hp=rp/ X

Fator de conversdo de substrato em células (Yxs), definido pela relagao entre a
variagdo da concentragdo celular observada em um intervalo At e a
correspondente variagdo da concentragdo de substrato verificada no mesmo

intervalo.

Y,@s =-AX/AS




Fator de converséo de substrato em produto (Y,s), definido pela relagdo entre a
variagao da concentragdo do produto observada em um intervalo At e a
correspondente variacdo da concentracdo de substrato verificada no mesmo

intervalo.

Yp;s=—aP!AS

Foi utilizado o teor de fermento seco para o célculo de parametros

cinéticos pertinentes.

3.2.12. Delineamento e tratamento estatistico dos resultados

Os resultados foram submetidos a andlises e tratamentos estatisticos
(Gomes, 1987). Foi aplicada a andlise de variancia e variancia da regressio com o
teste F, a comparacdo de médias pelo teste Tukey e ajuste de equacbes de
regressao com os respectivos coeficientes de comrelagao (r).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Fatores que afetam a fermentacao alcodlica em meio de glicose

Os fatores estudados foram a quantidade de inéculo, a concentragdo de
substrato, a temperatura de fermentacdo e o pH inicial. De acordo com os
experimentos realizados e a observagéo geral dos seus resultados, o rendimento
da fermentacdo, o etanol no vinho, a cinética de liberagdo de CO. (tempo de
fermentacdo) e a populacdo de células vidveis de levedura ao final da
fermentagdo, constituem-se nas variaveis basicas e determinantes a serem

discutidas em maiores detalhes.

O rendimento da fermentacdo deve ser elevado, todavia somente é
interessante se concomitante com teores também elevados de etanol no vinho,
isto &, rendimentos elevados obtidos em substratos com baixa concentragdo em
acuicar ndo representam o objetivo do ponto de vista industrial das destilarias de
alcool; ndo interessa a baixa produtividade nas instalacdes de fermentacéo, aléem
do que, por exemplo, sera destilado um vinho com baixo teor alcodlico (D' Amore
et al., 1988). Por outro lado, a cinética da liberagdo de CO. permite determinar o
tempo da fermentacdo (para experimentos em laboratério determina o controle do
final da fermentacdo sem necessidade de amostragens intermitentes)
(Sablayrolles & Barre, 1993b). Finalmente deve ser satisfeita a condigao de ter-se
um fermento, ao final da fermentagdo, em condicdes adequadas de viabilidade
celular, de forma que possa ser reaproveitado em processos que reciclam o

fermento.

Para a adequada execugdo do experimento e garantia de resultados
apropriados, o acompanhamento da fermentagéo foi conduzido com a cinética de
liberacdo do CO- por gravimetria. Deste modo se obteve a curva de liberagao do
CO, e também o monitoramento do andamento da fermentacdo de modo a

selecionar o momento correto do término da fermentagdo, e assim ter os dados
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obtidos segundo um referencial de tempo que é o término da fermentacgdo, quer
pelo esgotamento do substrato quer pela paralisagdo por inibicdo da levedura.
Este procedimento € particularmente importante para quantificacdo das variaveis

estudadas e, principalmente, na determinagao da viabilidade celular.

E necessario lembrar que as condigdes de processo das fermentacdes
industriais para produgéo de etanol, como praticadas no Brasil, operam com
concentracdo de substrato (mostos de caldo de cana misturados ou nao com
melaco) ao redor de 200 g/L de agucares totais; o etanol no vinho préximo a 10%,
em volume, e o pH inicial préximo a 3,5. No inicio da fermentacdo em batelada o
fermento representa cerca de 30% do volume da dorna de fermentacéo,
geralmente com pH entre 2,8 a 3,5. A temperatura em geral se mantém ao redor
de 38°C, uma vez que a fermentag@o permanece a maior parte do tempo em fase
de fermentacao intensa, com grande liberacdo de calor, e a agua disponivel para
resfriamento € de 30-33°C; a populagao inicial, em células viaveis de leveduras,

esta ao redor de 10° células/mL, que se mantém durante a fermentacao.

Por outro lado, os fabricantes de aguardente, principalmente aqueles de
pequeno porte e artesanais, operam em condigdes de concentracao de substrato
mais proximas a 120-160 g/L de glicose, etanol no vinho de cerca de 6,0-7,5%, pH
inicial ao redor de 5,0 e concentragao de ceélulas viaveis de levedura ao redor de

10° células/mL ou menores.

4.1.1. Fermentacao alcodlica com inéculo de 10® células viaveis / mL

Os resultados das variaveis determinadas foram submetidos a analise
estatistica, com aplicacdo da analise da variancia (teste F) da regressdo, em
relacéo aos niveis de concentracdo do substrato. As médias e a sua comparagao
pelo teste de Tukey (para variancias estatisticamente significativas) estdo

apresentadas na Tabela 1, adotando para a andlise de variancia o nivel de
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significancia minimo de 1%, e para a comparacgdo das médias pelo teste Tukey o
nivel de 5%. As regressOes estatisticamente significativas e o coeficiente de
regressao encontram-se nas tabelas de comparacao de médias e suas equacgoes
estdo apresentadas nas Figuras 1 a 9; somente coeficientes de regressdo acima
de 0,80 foram considerados significantes para discussédo. Na Tabela 2 encontram-
se as médias dos tempos de fermentagdo e na Tabela 3 os resultados de

contagem de células viaveis de levedura e a viabilidade celular do fermento.

4.1.1.1. pH inicial 3,5

4.1.1.1.1. Rendimento, etanol no vinho, tempo de fermentacao e viabilidade
do fermento

Os resultados sé@o mostrados nas Tabelas 1 a 3 e Figuras 1 a 9. Todas as
variaveis mostram a influéncia da concentragdo de substrato segundo equacdes
de primeiro ou segundo grau, com elevados valores de coeficiente de correlagdo
(r). Na concentrac@o de 200 g/L de glicose se chegou a teores médios de 10,16%
de etanol no vinho e observa-se que nessa concentragao inicia-se a inibicdo pelo
etanol de forma mais visivel, com o rendimento chegando a apenas 77,25%. Os
resultados de efeito da temperatura de fermentacdo sdo mostrados apenas

quando esse fator & estatisticamente significativo.

Em 120 e 160 g/L de glicose, os rendimentos foram estatisticamente
iguais, com médias de 83,50 e 83,75% e com teores de etanol no vinho de 6,5 e
8,7%, respectivamente. Na concentragdo de 80 g/ o rendimento foi o mais
elevado, de 86,13%, com etanol no vinho de 4,5%. Este resultado mostra que na
realidade, a inibicdo da levedura ja tem seu primeiro patamar a partir desta
concentragdo, conforme se nota pela queda no rendimento para as concentragoes
de substrato de 120 e 160 g/L. Thatipamala et al. (1992) observaram a inibigcdo
quando a concentracdo de glicose foi acima de 150 g/L. Toda et al. (1987)
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afirmaram que concentragdes de etanol entre 93 a 235 g/L inibem completamente
a fermentacao.

A Figura 1 mostra a variagao do rendimento da fermentacao em diferentes
niveis de substrato com pH 3,5 e 5,0, podendo ser observada a diferenca de
comportamento entre os mesmos. Enquanto no pH 3,5 a tendéncia do rendimento
€ de queda com o aumento da concentragao de substrato, no pH 5,0 houve
reducdo seguida de aumento a partir de 160 g/L de glicose. Com o pH inicial
favoravel (5,0) a levedura suporta melhor o efeito desfavoravel do etanol o que
leva a uma fermentagcdo completa do agucar do meio, ou seja, sem acgucar
residual (Figura 3). Este comportamento resulta em aumento do rendimento

mesmo em presencga de altas concentragbes de substrato (200 g/L).

A eficiencia da levedura foi menor nas concentragcbes de substrato
intermediarias (120 e 160 g / L de glicose), como pode ser visto na Figura 5. Os
pH iniciais de 3,5 e 5,0 se comportaram de forma similar quanto a variacao da

eficiéencia da fermentagdo com os niveis de substrato.

O fator Yps apresenta médias de 0,4417, 0,4260 , 0,4277 e 0,4421 g
etanol/g glicose consumida, que equivalem a eficiéncia da levedura de 86,42,
83,3, 83,7 e 86,5%, respectivamente nas concentragdes de 80, 120, 160 e 200
g/L. O mesmo efeito de reducdo da eficiéncia da levedura, nas concentragdes de
120 e 160 g/L, ocorreu também em pH 5,0, onde o fator Yps apresenta medias de
0,4311, 0,4074, 0,4113 e 0,4287 g etanol/g glicose consumida, que equivalem a
eficiéncias de 84,4, 79,7, 80,8 e 83,9%, respectivamente nas concentracoes de
80, 120, 160 e 200 g/L.

Em resumo, ocorreu um aumento na eficiéncia da levedura, em pH 3,5
(em relagdo ao pH 50), de 20, 36, 29 e 2,6 unidades absolutas,
respectivamente, em 80, 120, 160 e 200 g/L. Jones et al. (1981) constatou o pH
otimo para fermentacdo na faixa de 2,8 a 3,2, onde se mantém alta producdo de
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etanol em condicbes laboratoriais, pois, em pH abaixo de 5,0 os principais
contaminantes da fermentacdo como bactérias formadoras do &cido lactico s&o
severamente reprimidas. Por outro lado, em ambos pH, ocorreu redugao na
eficiéncia da levedura, em 120 e 160 g/L, expressa em relacdo a 200 ¢g/L,
equivalente a 3,2 e 2,8 em pH 3,5, e equivalente a 4,2 e 3,1 unidades absolutas
em pH 5,0, respectivamente. A inibicdo mais severa foi em 120 g/L. E interessante
observar que em pH 3,5 a produgado de glicerol foi cerca de 6 vezes maior.

Este resultado, observando em conjunto os dados em pH 3,5 e 5,0, aponta
no sentido que a concentragao de aglcar causa inibigdo da levedura a partir de 80
g/L de glicose, sendo mantida até 160 g/L; os teores de etanol no vinho até a
concentracdo de 160 g/L atingiram cerca de 8,7% e n&o causaram inibicao a ponto
de diminuir drasticamente ou paralisar a fermentagao, ou ainda de ocorrer agucar
residual em quantidade expressiva no vinho. O contrario ocorreu gquando se
associou o pH 3,5 a concentragdo de 200 g/L, onde a inibicdo atribuida ao etanol
foi marcante, paralisando a fermentacéo quando o teor de etanol no vinho atingiu

cerca de 10,1%, restando ainda cerca de 2,1% de agucar residual no vinho.

As concentracdes elevadas de inéculo, 10° células/mL, conduziram a
fermentacdes rapidas, de 2 a 8 horas (Tabela 2), em geral com duragao
proporcional & concentrag@o do substrato, revelando o inicio de forte inibicao, para
a concentragdo de 200 g/L, em 8 horas de fermentacdo, com teor de etanol no
vinho de 10,16%. Em pH 3,5 houve a tendéncia geral da fermentagdo se estender
por 1 ou 2 horas. A liberagdo de CO, em 38°C mostrou, nas diversas
concentragdes de substrato, ser sempre maior na primeira e segunda hora de
fermentacdo, em relagdo a 32°C; a tendéncia foi de igualarem da terceira hora em
diante.

Em 80 g/L de glicose o tempo foi de 3 horas nas temperaturas de 32 e

38°C e a fermentacdo caracterizou-se por ser vigorosa, com um pico em 2 horas,

com ligeira tendéncia de ser mais rapida a 38°C. Em 120 g/L foi de 5 horas, a 32 e
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38°C, vigorosa e com pico em 3 horas para 32°C e em 2 horas para 38°C, que
mostrou pequena tendéncia de ser mais rapida. A utilizac@o de temperaturas mais
elevadas reduz o tempo de fermentacao e eleva a taxa de morte celular (Ferreira,
1988), pela maior sensibilidade ao etanol por parte da levedura nessas condicdes.
Em 160 g/L, o tempo de fermentacéo prolongou-se até 8 horas e ja mostrou sinais
de inibigdo da levedura a 32 e 38°C, tendo atingido um teor médio de 8,75% de
etanol no vinho; o pico maximo ocorreu a 2 e 3 horas do inicio da fermentacao.
Em 200 g/L o tempo de fermentacao foi de 8 horas para 32 e 38°C, com pico de
producdo de CO2 a 2 e 3 horas do inicio e com uma evolugcdo que mostra uma
expressiva inibicdo da levedura, mais visivel a partir de 5 horas: atingiu 10,16% de
etanol no vinho. Os tempos de fermentacdo foram determinados com base nos
resultados da cinética da formacg&o de CO..

A viabilidade celular da levedura mostra que para todas as concentracdes
de substrato, a temperatura de 38°C reduziu a viabilidade entre 61 a 86% em
relacdo a 32°C. O aumento da temperatura induz a uma queda nos teores das
proteinas e dos acidos nucleicos da célula (Parada & Acevedo, 1983). Em
temperaturas entre 25 e 35°C a sobrevivéncia da levedura é melhor do que em
temperatura mais elevada (Colas & Cuinier, 1983). Em 80 g/L e 32°C foi detectada
a maior viabilidade (70%), valor este expressivamente maior que nos demais
tratamentos; em 38°C foi de 56% (Tabela 3). Na concentracio de 80 g/L foram
mantidas as mais altas viabilidades, tanto em pH 3,5 como 5.0. Na temperatura de
32°C, a viabilidade em pH 3,5 foi sempre menor que a pH 5,0, indicando o efeito
adverso do pH 3,5 quando a temperatura era mais favoravel ao crescimento. A
viabilidade obtida nos quatro ensaios permite observar que: a) o pH inicial 3,5 e a
temperatura de 38°C s&o adversos; concentragcdes de substrato acima de 80 g/L
também manifestam efeito adverso; b) em pH 3,5 e com indculo inicial 108
(fermentacdes rapidas, de até 8 horas), foi mantida uma viabilidade que variou
entre 24 a 70%, dependendo das condicdes do meio de fermentagao; neste
mesmo pH, mas com indculo 10% a viabilidade foi nula em praticamente todos os
tratamentos, mostrando também o efeito adverso do pH 3,5; c) em pH 3,5 e com
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indculo inicial 10®, em concentracdo de 200 g/L de glicose, a viabilidade foi menos
afetada (50 e 43%, a 32 e 38°C, respectivamente), 0 que é atribuido a
manutencgao de agucar residual (ao redor de 2,1%) nesse tratamento. Neste caso,
mesmo sob teores elevados de etanol no vinho, ao redor de 10,2%, obteve-se
maior taxa de sobrevivéncia das células de levedura. Os resultados de numero de
células viaveis, pode-se dizer, apresentou comportamento ou tendéncia similar

aquela da viabilidade.

4.1.1.1.2. Agucar residual

A analise da variancia mostrou haver efeito estatistico apenas para a
concentragdo de substrato (p<0,001) e sem significancia para temperatura e

interacao desses dois tratamentos.

As médias mostram que na concentragdo de 200 g/L ocorreu um
expressivo aumento no teor de agucar residual. O nivel de agucar residual era
extremamente baixo (0,005 a 0,009 % de glicose) até a concentragcdo de 160 g/L,
elevou-se para 2,16 % a 200 g/L, mostrando o inicio de uma forte inibicao pelo
alcool. Esse valor elevado de aglcar residual € compativel com a redugao no
rendimento nesse tratamento. A Figura 3 mostra a elevacdo do agucar residual

segundo uma equagao de 2° grau, comr = 0,97.
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4.1.1.1.3. Glicerol

A analise da variancia mostrou haver efeito estatistico significativo apenas
para o tratamento concentracdo de substrato (p<0,001); ndo houve significancia

para temperatura e para a interagdo desses dois tratamentos.

O teor de glicerol no vinho aumenta gradativamente de 0,55 a 1,02% (p/v),
de modo proporcional ao aumento da concentragdo do substrato. Dependendo
das condi¢bes de fermentacdo, cerca de 4 a 10% da fonte de carbono podem ser
convertidas para glicerol (Costenoble et al., 2000). Observou-se um aumento
praticamente linear (r = 0,991). A sintese de glicerol em pH 3,5 foi cerca de 6
vezes maior do que em pH 5,0. Assim como o etanol, a produgdo de glicerol é
diretamente proporcional & concentragdo de substrato como mostra a Figura 4.
Em condigdes de pH inicial favoravel (5,0) ha menor producdo de glicerol em
comparacao ao pH 3,5. Durante a fermentag&o alcodlica a levedura produz glicerol
para manter seu equilibrio redox. A levedura Saccharomyces cerevisae produz
grandes quantidades de glicerol como um regulador osmético durante estresse
hiper-osmético e como fonte de redox em baixa disponibilidade de oxigénio
(Costenoble et al., 2000).

4.1.1.1.4. Fator de conversdao de substrato em produto (eficiéncia da
levedura) — Yy

O fator Yy mostrou médias similares para as temperaturas de 32 e 38°C,
com valores de cerca de 0,4417 em 80 g/L de glicose, 0,4260 em 120 g/L, 0,4277
em 160 g/L, e de 0,4421 em 200 g/L (Tabela 1). Os resultados também mostram
que a 120 e 160 g/L, o fator Y foi menor que nas demais concentragdes de
substrato; o mesmo ocorreu em pH 5,0.
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Os resultados médios de Yps em indculo 10%, em pH 3,5 sd@o maiores que
em pH 5,0, da mesma forma que ocorreu para O rendimento da fermentagao.
Contudo, foram menores que em inéculo 10* em pH 3,5 (Tabela 4). Este resultado
é aparentemente contraditorio, uma vez que em inéculo de 10® nao foi detectado
crescimento da massa celular, ao contrario do ocorrido em inoculo 10%, ou seja,
naquele inéculo n&o teria havido consumo de aglcar para a formagdo de novas
células de levedura. Todavia, o que se observou a partir desses dados, que se
pode questionar, € que a metodologia usual determina a massa celular de
levedura presente na fermentagéo e nao o crescimento celular propriamente dito,
isto € a multiplicagdo celular que ocorre. Assim, & possivel ter uma massa
constante ou praticamente constante, mas haver multiplicagdo das células e,
conseqiientemente, consumo de agticar para esse fim. Isso explica a eficiéncia da
levedura ser menor uma vez que ha o consumo total do agucar do substrato, mas
com menos etanol formado devido ao desvio de actcar para a formagdo de
material celular das novas células de levedura. Todavia, é possivel que quando as
condicdes do meio forem adversas, podem favorecer a lise ou ruptura celular com
liberagao de agucares no meio de fermentagéo, ou dificultar a multiplicagéo das
células, alterando assim o fator Yps. As fermentacbes longas e em condicoes
adversas de pH e temperatura, podem favorecer a mobilizacéo dos carboidratos
de reserva da levedura, trealose e glicogénio, para manutencdo de sua viabilidade
celular. Ao serem mobilizados incrementam a quantidade de alcool produzido e
seu esgotamento causa a reducéo drastica da viabilidade celular, podendo chegar
a zero (Ferreira, 1998). Os resultados obtidos permitem apenas a suposicao de
modelos que podem explica-los, mas certamente a sua confirmacéo ira depender

de experimentos nesse sentido.




4.1.1.1.5. Fator de conversio de substrato em células — Yy,

O fator Yy nao foi calculado, pois ndo houve crescimento da massa
celular da levedura, devido ao inéculo ter sido elevado, da ordem de 108 células

viaveis por mL de mosto.

4.1.1.1.6. Velocidade média de formacao de etanol (VMFE) e de consumo de
substrato (VMCS)

A velocidade média de formacdo de etanol (mL/L/h) mostra valores
decrescentes a medida que o tempo de fermentacdo aumenta, em funcdo da
concentragdo de substrato. Somente a partir de uma concentragdo fixa e tempo de
fermentaca@o se mantendo constante € que ha interesse pratico em condicbes que
permitam obter ganhos na VMFE. O tempo médio de fermentacdo do substrato de
80 a 200 g/L foi, respectivamente, de 3, 5, 8 e 8 horas. As VMFE apresentaram
médias de 14,88, 13,01, 10,93 e 12,70 mU/L/h, respectivamente, nas
concentragoes de 80 a 200 g/L.

A velocidade média de consumo de substrato apresentou médias de
26,58, 2411, 20,16 e 22,68 g/L/h. As mesmas consideracbes do paragrafo

anterior aplicam-se aqui.

As velocidades médias de formacado de etanol e de consumo de substrato
apresentaram a tendéncia de queda com o aumento da concentragdo de
substrato. A produtividade de etanol e consumo de substrato s&do afetadas
principalmente pela concentragdo de substrato, ndo havendo interferéncia dos

efeitos de temperatura e pH inicial (Figuras 6 a 9).
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4.1.1.2. pH inicial 5,0

4.1.1.2.1. Rendimento, etanol no vinho, tempo de fermentagéo e viabilidade

do fermento

O que se observa nos resultados é que a fisiologia da levedura e o
metabolismo definido pelos ciclos bioquimicos que se envolvem com a

fermentacao alcodlica, fornecem respostas diferentes a pH 5,0 em relagdo a pH
3.5.

O fator Yps apresenta médias de 0,4311, 0,4074, 0,4113 e 0,4287 g
etanol/g glicose consumida, que equivalem a eficiéncias de 84,3, 79,7, 80,8 e
83,9%, respectivamente nas concentragées de 80, 120, 160 e 200 g/L. O mesmo
efeito de redugdo da eficiéncia da levedura, nas concentragées de 120 e 160 g/L,

ocorreu também em pH 3,5.

Em resumo, pode-se dizer que em 80 g/L o rendimento foi de 84,13% , e
nos tratamentos de 120 e 160 g/L de glicose, o rendimento da fermentagao foi de
81,13% para ambas as concentragbes. Quanto ao fato do rendimento ter sido
maior a 200 g/L (85,13%), pode ser notado que nessa concentracdo de substrato
o teor de glicerol nao teve um aumento proporcional a formacéo de etanol, em
relacdo aos demais tratamentos. O fator Yps mostra que em 120 e 160 g/L a
eficiencia da levedura, em etanol formado por unidade de glicose consumida, foi
menor; em 80 e 200 g/L foi de 0,4316 e 0,4287 g etanol/g glicose consumida, o
que equivale a eficiéncias de 84,3 e 83,9%, respectivamente; em 120 e 160 g/L foi
de 0,4075 e 0,4128 , ou 79,7 e 80,8% de eficiéncia da levedura, respectivamente.
Essa diferenca média de aproximadamente 4% na eficiéncia da levedura, menor
em 120 e 160 g/L, em relagao a 80 e 200 g/L, é responsavel por uma diferenca
meédia de aproximadamente 3,0 unidades absolutas no rendimento, justificando

aquela queda no rendimento.
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Os resultados para as concentragdes de substrato de 80, 120 e 160 g/L
permitem observar que o etanol no vinho em cada um deles é similar tanto para
pH 5,0 como pH 3,5; contudo, nessas concentragdes, o rendimento a pH 50 é
menor, sem que o acucar residual seja afetado expressivamente, quando se
compara os dois pH; até mesmo o glicerol é cerca de 6 vezes menor a pH 5,0 ,

nao justificando o menor rendimento.

Os tempos de fermentagéo , determinados com base nos resultados da
cinética da formagéo de CO; (Tabela 2) foram de 2 horas (80 g/L), 5 e 4 horas
(120 g/, com 32 e 38°C, respectivamente), 6 e 5 horas (160 g/L, com 32 e 38°C,
respectivamente), e 8 horas (200 g/L).

A viabilidade % das células de levedura permaneceu elevada em 80 giL,
com valores de 82 e 87%, respectivamente a 32 e 38°C. Nas concentrages de
120 a 160 g/L permaneceram entre 63 a 67%, para 32°C; e cairam para 26 a 42%,
para 38°C. Em 200 g/L os valores foram de 64% e 41% a 32 e 38°C,
respectivamente. Estes resultados mostram que em condigdes de concentracio
de substrato favoravel ou nao inibitbria mesmo com temperatura desfavoravel
(38°C) a levedura consegue manter a sua viabilidade até o final da fermentacao. O
outro fato € que com 80 g/L as fermentagbes terminaram em curto intervalo de
tempo, de 2 a 3 horas (Tabela 2), o que leva as células a ficarem menos tempo
expostas a alta temperatura. Em fermentagdes em pH 5,0, como estas, nota-se a
menor perda da viabilidade e manutencdo do nimero de células viaveis, o que é

atribuido ao pH 5,0 manter a levedura em condigdes fisiolégicas melhores.
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4.1.1.2.2. Acucar residual

A andlise da variancia mostra significancia estatistica apenas para o
efeito do tratamento de concentracdo do substrato (p<0,001) e sem significancia

para temperatura e para a interacéo desses dois tratamentos.

Os resultados (Figura 3) mostram que o agucar residual aumenta
diretamente com o aumento da concentragdo do substrato. Contudo os valores do
acucar residual sdo da ordem de 0,0074 a 0,012 g/L (Tabela 1) e assim ha pouco
interesse pratico em sua discuss@o. O resultado que chama a atengdo é que
praticamente todo o agucar foi consumido, até mesmo no tratamento 200 g/L, que
em pH 3,5 apresentou agucar residual de 2,16% no tempo final em que a

fermentacéo foi considerada paralisada.

4.1.1.2.3. Glicerol

A analise da variancia mostrou haver efeito estatistico significativo apenas
para o tratamento concentragdo de substrato (p<0,001); ndo houve significancia

para temperatura e interagao desses dois tratamentos.

Os resultados de glicerol no vinho mostram que seus niveis foram
expressivamente menores a pH 5,0, em relacdo a pH 3,5; essa reducédo é da
ordem de 5 a 6,3 vezes. Também se observa que enquanto em pH 3,5 o teor de
glicerol aumenta continuamente desde 80 até 200 g/L de glicose, a pH 5,0 o teor
de glicerol em 160 e 200 g/L apresentou médias estatisticamente iguais.
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41.1.24. Fator de conversdao de substrato em produto (eficiéncia da

levedura) - Ypis

O fator Yps mostrou médias similares para as temperaturas de 32 e 38°C,
com valores médios de 0,4311 em 80 g/L de glicose, 0,4074 em 120 g/L, 0,4113
em 160 g/L, e de 0,4287 em 200 g/L. A menor eficiéncia de conversao do
substrato consumido em etanol, em 120 e 160 g/L, sugere o consumo de glicose
para outros fins nesses tratamentos e & compativel com os menores rendimentos
observados nos mesmos.

4.1.1.2.5. Fator de conversao de substrato em células — Yy

A variavel Yys ndo pode ser determinada uma vez que praticamente nao

houve crescimento celular.

4.1.1.2.6. Velocidade média de formagao de etanol (VMFE) e de Consumo de
substrato (VMCS)

A velocidade média de formacao de etanol apresentou médias de 21,80,
14,17, 15,45 e 13,77 mL/L/h, respectivamente nas concentracdes de 80 a 200 g/L;
esses valores sao um pouco maiores que aqueles em pH 3,5 devido as
fermentagbes com maior rendimento e mais rapidas em alguns tratamentos. Os
valores de VMFE foram decrescentes, em fungdo do tempo de fermentagao ter
sido crescente nas concentracées de substrato de 80 a 200 g/L, mostrando que
engquanto nao ha inibicado a VMFE é inversamente proporcional a concentracao do
substrato. As médias de VMCS foram de 39,91, 27,47, 29,64 e 2535 g/L/h,
acompanhando os resultados de VMFE.
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Tabela 1 — Médias e resultados estatisticos da fermentagao alcodlica em substrato de glicose com
inéculo de 10° células viaveis / mL.

Substrato (g glicose / L) Regressao
80 120 160 200 Média r
pH Rendimento da Fermentacgao (%)
35 86,13 a 83,50 b 83,75b 7725¢ 82,66 0,945 ***
50 84,13 a 81,13b 81,13b 85,13 a 82,88 0,998 ***
Média 85,13 82,32 82,44 81,19
pH Etanol no Vinho (%viv)
3,5 4.46d 6,51c 8,74 b 10,16 a 7,47 0,996 ***
50 436d 6,30 c 8,43 b 11,02 a 7,53 0,998
Média 4.41 6,41 8,59 10,59
pH Acucar Residual (% p/v)
3.5 0,005 b 0,007 b 0,009 b 2156 a 0,545 0,966
50 0,007 d 0,009 c 0,011b 0,012b 0,010 0,986
Média 0,006 0,008 0,010 1,084
pH Glicerol (% piv)
35 0,546 d 0,728 ¢ 0,835b 1,015a 0,781 0,995 =
5,0 0,107 c 0,125b 0,150 a 0,160 a 0,135 0,986 ™
Média 0,327 0,426 0,493 0,587
pH Yois
35 0,4417 a 0,4260 b 04277b 0,4421 a 0,4344 0,998 ==
5,0 04311 a 0,4074 b 0.4113b 0,4287 a 0,4196 0,989
Média 0,4364 0,4167 0,4195 0,4354
Yws

Sem crescimento

*** - Significativo a 0,1%; ** - Significativo a 1%; * - Significativo a 5%
Letras minasculas — comparagao horizontal; Letras maitsculas — comparagao vertical
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significAncia de 5%.
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Tabela 1 — Continuagao.

Substrato (g glicose / L) Regressao

80 120 160 200 Média r
pH Velocidade Média de Formag&o de Etanol (mL / L / h)
3,5 14,88 a 13,01 b 10,93 d 1270 c 12,88 0,946
50 21,80 a 1417¢c 1545b 13,77d 16,30 0,912
Média 18,34 13.59 13,19 13,23
(W) Velocidade Média de Formagao de Etanol (mL/ L/ h) - pH 5,0
32 21,78 aA 12,68 cB 14,03 bB 13,73 bA 15,55 B 0,928 =
38 21,83 aA 15,66 cA 16,86 bA 13,81 dA 17,04 A 0.899 =
Média 2180 a 1417 c 1545 Db 13,74 d

Velocidade Média de Crescimento Celular (g /L / h)
Sem crescimento

pH Velocidade Média de Consumo de Substrato (g /L / h)
3,5 26,58 a 2411b 20,16d 2268 c 23,38 0,925 =
50 39,91 a 2747 c 2964 b 2535d 30,59 0,907
Média 33,25 25,79 24,90 24,01
‘c) Velocidade Média de Consumo de Substrato (g /L / h) - pH 5,0
32 39,91 aA 24 42 dB 26,95 bB 25,35 cA 29,16 B 0,919
38 39,92 aA 30,53 cA 32,34 bA 25,35dA 32,03 A 0,904 ***
Média 39,91 a 2747 c 29,64 b 2535d
*** - Significativo a 0,1%; ** - Significativo a 1%; * - Significativo a 5%
Letras mindsculas — comparagdo horizontal; Letras maidsculas — comparagao vertical

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.




Tabela 2 — Tempos de fermentagdo (horas) obtidos através da cinética de evoluc3o da liberagao
do CO-

10°® cel/mL - pH 3,5 10 cel/mL - pH 5,0 10" cel/mL - pH 3,5 10° cel/mL- pH 5,0

glicose g/L / t°C ty t; t4 t t4 tz ty [ "
80/ 32° 3 - 2 - 20 - 18
80/ 38° 3 = 2 - 20 - 19
120/ 32° 5 . 5 . 25 - 22
120/ 38° 5 - 4 - 24 - 24

160/ 32° - 8 6 - - 31 -
160 / 38° - 8 5 - = 33 -

200/ 32° = 8 - 8 - 41 - I

200/ 38° - 8 - 8 - 41 -

t; — Tempo da fermentagao (final de liberagao de CO,);
t, — Tempo limite da fermentaco (final da fermentacdo, devido a reduzida velocidade de liberacao
de COy);

Tabela 3 — Médias de viabilidade celular e de células viaveis de levedura no final da fermentagao

Tratamentos 10°/pH 35 10%/ pH 5,0 10*/ pH 3,5 10*/ pH 5,0

Viab. Células Viab. Células Viab. Células Viab. Células
Viaveis Viaveis Viaveis Viaveis

glicose gL/ C_ (%)  (ceUml) (%)  (ceVml) (%)  (ceVml) (%) (celmL)

80 /32° 70 36x10° 82 58 x 10° 0 0 89 42x10°
80 / 38° 56 32x10° 87 55x10° 0 0 78  28x10°
120/ 32° 46 26x10° 63 39x10° 0 0 98 46x10°
120/ 38° 28 1,5x10° 26 21x10° 0 0 81 2,8x10°
160 / 32° 3 20x10®° 67 6,1x10° 0 0 89  47x10°
160/ 38° 24  13x10° 42 29x10®° 473 28x10° 23 1,1 x10°
200 / 32° 50 26x10° 64 48x10° 0 0 54 32x10°
200 / 38° 43 18x10° 41 3.4x10° 0 0 7 4,8 x10°
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Figura 1 — Rendimento(%) da fermentacdo em funcdo da concentragdo de substrato, com indculo
de 10° células viaveis / mL e pH inicial 3,5 e 5,0.



Etanol (% v/v)

2
0 : - - : . .
80 100 120 140 160 180 200
gglicose /L pH 3,50
|
' 12
10 -
% 8-
2 s
2 44 y =0,0553 - 0,211
i1} r=09977
2
0 - v . . : i
80 100 120 140 160 180 200
gglicose/L pH5,0

Figura 2 — Etanol (% viv) em fungdo da concentracéo de substrato, com inéculo de 10° células
viaveis / mL e pH inicial 3,5 e 5,0.
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Figura 3 — Agucar residual (% p/v) em func@o da concentracéo de substrato, com inoculo de 10°
células viaveis / mL e pH inicial 3,50 e 5,0.
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Figura 4 — Glicerol (% p/v) em fungdo da concentracdo de substrato, com inéculo de 10° células
viaveis / mL e pH inicial 3,50 e §,0.
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Figura 5 — Fator de conversdo de substrato em produto (Yys) em fungdo da concentragdo de
substrato, com indculo de 10® células viaveis / mL e pH inicial 3,50 e 5,0.
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Figura 6 — Velocidade média de forma%ao de etanol (mL / L / h) em fun¢do da concentracdo de
substrato, com inéculo de 10° células viaveis / mL e pH inicial 3,50 e 5,0.
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Figura 7 — Velocidade média de formacao de etanol

(mL / L / h) em fungdo da concentragéo de

substrato e temperatura, com inéculo de 10° células viaveis / mL e pH inicial 5,0.
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Figura 8 — Velocidade média de consumo de substrato (g / L / h) em funcao da concentracdo de
substrato, com indculo de 10° células viaveis / mL e pH inicial 3,50 e 5,0.
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Figura 9 — Velocidade média de consumo de substrato (g / L / h) em fungéo da concentragdo de
substrato e Temperatura, com indculo de 10° células viaveis / mL e pH inicial 5,0.
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4.1.2. Fermentagio alcodlica com inéculo de 10* células viaveis / mL

Os resultados das variaveis determinadas foram submetidos a analise
estatistica, com aplica¢do da anélise da variancia e variancia da regressao (teste
F), em relacdo aos niveis de concentragdo do substrato. As médias e a sua
comparagao pelo teste de Tukey (para variancias estatisticamente significativas)
estdo apresentadas na Tabela 4, adotando para a analise de variancia o nivel de
significancia de 1%, e para a comparagao das médias pelo teste Tukey o nivel de
5%. As regressdes estatisticamente significativas e o coeficiente de regressao
encontram-se na Tabela 4 e nas Figuras 10 a 26; Somente coeficientes de
regressdo acima de 0,80 foram considerados significantes para discussdo. Na
Tabela 2 encontram-se as médias dos tempos de fermentacéo e na Tabela 3 as
médias de contagem de células viaveis de levedura e viabilidade celular do
fermento.

4.1.2.1. pH inicial 3,5

O principal efeito do inoculo 10%, em relagdo a 10° foi o de causar
fermentacdes bastante lentas e assim estender a sua duragéo por tempos de 18
até 44 horas. Inéculos bastante pequenos sdo interessantes para estudos basicos
em parametros cinéticos, pois resultam em longos tempos de fermentacgdo, alta
producdo de biomassa e boa taxa de crescimento (Strehaiano et al., 1983). Em
relacdo ao efeito sobre as variaveis determinadas, destaca-se o efeito em pH 3,5
que mostrou resultados também bastante diversos daquele em indculo 107,

podendo-se citar um expressivo aumento no rendimento da fermentacao.
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4.1.2.1.1. Rendimento, etanol no vinho, tempo de fermentacao e viabilidade

celular

A analise da variancia para rendimento e etanol no vinho mostrou haver
significancia estatistica para o efeito da concentragdo do substrato (p<0,001),
temperatura (p<0,001) e para a interagdo desses tratamentos (p<0,001).

Os rendimentos no tratamento com inéculo 10* em pH 3,5 foram
expressivamente superiores aos de 10° (Tabela 1); em pH 5,0 foram similares. As
temperaturas provocaram um efeito de interagcdo com os substratos. Na
temperatura de 32°C os rendimentos se mantiveram entre 88 a 89%, sendo
estatisticamente iguais para as concentracdes de 80 a 200 g/L, com o etanol no
vinho atingindo 11,45% a 200 g/L de glicose. Na temperatura de 38°C a forte
inibicio pelo etanol se manifestou (observada também a 10° cel/mL a 32 e 38°C),
constatada pela queda no rendimento de 88,50 para 77,50%; € interessante
observar que um rendimento similar de 77,25% também foi observado em pH 3,5
com inéculo de 10° a 32 e 38°C. Também o etanol no vinho mostra o que ja havia
sido observado, confirmando um teor de 10,1% como limite para condugdo de
uma fermentacdo para evitar a inibicdo pelo etanol formado, nestas condigdes. O
efeito inibitorio de etanol produzido em S. cerevisiae durante a fermentacéo €
complexo e €& o principal fator para uma fermentagdo incompleta e
consequentemente de baixo rendimento fermentativo (Galeote et al., 2001).
Concentracao elevada de etanol retarda o crescimento da levedura, reduz sua
viabilidade e sua habilidade fermentativa. A agao maléfica de etanol é atribuida em
parte a redugdo da atividade de agua no substrato de fermentacdo bem como sua
prépria toxicidade a célula de levedura (Jones & Greenfield, 1986).

No tratamento de 200 g/L de glicose e 38°C o teor de etanol no vinho foi
de 10,1%, podendo-se observar uma atenuagao na sua progressao a partir das
concentragdes de glicose menores. A analise da variavel agucar residual mostra
um expressivo aumento que justifica a redugao no rendimento.
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Os tempos de fermentagio , determinados com base nos resultados da
cinética de formagdo de CO, (Tabela 2), foram de 20 horas (80 g/L), 25 e 24 horas
(120 g/L, respectivamente com 32 e 38°C), 31 e 33 horas (160 gL,
respectivamente com 32 e 38°C), e 41 horas (200 g/L).

A viabilidade % das células de levedura cairam a zero ou proximo desse
valor, em todos os tratamentos, o mesmo ocorrendo com o numero de células
viaveis (Tabela 3), o que € atribuido a exposicdo da levedura a um baixo pH (3,5),

durante um longo periodo de duracdo das fermentacdes.

4.1.2.1.2. Agucar residual

A analise da variancia mostrou efeito estatisticamente significativo para
concentracdo do substrato (p<0,001), temperatura (p<0,001) e interacdo entre
esses tratamentos (p<0,001).

A 32°C o acgucar residual mostrou uma elevagdo pequena e gradual,
diretamente proporcional a concentracdo do substrato, todavia como se trata de
valores extremamente baixos, os mesmos deixam de apresentar interesse e
indicam que todos os substratos foram esgotados ao final da fermentac&o. A 38°C
uma elevagao um pouco mais acentuada se fez presente em 160 e 200 g/L (2,13 e
2,11 g/L, respectivamente). Deste modo o agucar residual explica em grande parte
o destino do agucar nao transformado em etanol. A média para agucar residual a
38°C foi, assim, bastante superior aguela de 32°C, confiirmando a expressiva
queda do rendimento neste tratamento a 38°C. Em 200 g/L o fator Yps mostrou
que a eficiéncia média da levedura, de 87,5%, foi similar & dos demais substratos,
indicando que a glicose consumida foi fransformada em etanol na mesma

proporcao para todas as concentragoes.




4.1.2.1.3. Glicerol

A andlise da variancia mostrou haver significancia estatistica para os
tratamentos de concentracdo de substrato (p<0,001), temperatura (p<0,001) e

interacao dos mesmos (p<0,001).

Os valores de glicerol aumentaram gradativamente a4 medida que também
aumentou a concentragcdo do substrato. A 32°C aumentaram de 0,26 para 0,82%,
mostrando a tendéncia de serem um pouco mais elevados que a 38°C, que
aumentaram de 0,25 a 0,69%. A produgéo de glicerol sob condi¢des fermentativas
pode ser eliminada pela presenga de baixas concentragdes de oxigénio, ou seja,
condi¢cdes microaerobicas. A reducdo da formacdo de glicerol neste sistema
favoreceria a produgéo de etanol e minimizaria a formagao de subprodutos. De
acordo com as condi¢des de fermentacao cerca de 4 a 10% da fonte de carbono

pode ser convertido para formagao de glicerol (Costenoble et al., 2000).

O (dlicerol, assim como o etanol, aumenta com a concentragcdo de
substrato e sua variacdo segue uma correlagao linear e quadratica como pode ser

visto na Figura 15 e 16.

4.1.2.1.4. Fator de conversdao de substrato em produto (eficiéncia da
levedura) — Yys

As médias e tendéncias sao apresentadas na Tabela 4 e Figura 17. O
fator Yps mostrou médias similares para as temperaturas de 32 e 38°C, com
valores de 0,4541 em 80 g/L de glicose; 0,4591 em 120 g/L; 0,4539 em 160 g/L e
de 0,4474 em 200 g/L. Correspondem a valores de eficiéncia da levedura de 87,5
a 89,8%. Esses resultados foram mais elevados que aqueles em pH 5,0. Observa-
se que a eficiéncia da levedura foi expressivamente maior que em indculo 10°,



indicando que em indculo 10* houve menor consumo de agtcar para outros fins,

justificando os maiores rendimentos observados.

4.1.21.5. Fator de conversdao de substrato em células (Yxs) e velocidade

média de crescimento celular

As médias e tendéncias sdo apresentadas na Tabela 4 e Figura 18. Os
valores médios de Yys foram de 0,0522 (80 g/L), 0,0415 (120 g/L), 0,0325 (160
g/L) e 0,0291 (200 g/L), com uma nitida tendéncia de diminuir com o aumento da
concentragdo do substrato, ou seja, mostrando melhores condigcdes de
crescimento em concentragdes mais baixas de glicose. A temperatura de 32°C
mostrou valores de Yys maiores apenas em 80 e 120 g/L, e a partir de 160 g/L os

valores foram similares para 32 e 38°C.

A velocidade média de crescimento celular foi decrescente com o
aumento da concentragéo de substrato, seguindo a tendéncia do fator Yys, com
médias de 0,210, 0,203, 0,162 e 0,135 g/lL/h, respectivamente, nas concentragoes
de 80 a 200 g/L de glicose. Tais valores indicam sua proporcionalidade com o

tempo de fermentagao (Tabela 2), sugerindo uma massa celular uniforme.

4.1.2.1.6. Velocidade média de formagdao de etanol e de consumo de
substrato

A velocidade média de formagdo de etanol (mL/L/h), Tabela 4 e Figura 20,
mostrou que ndo ha proporcionalidade entre o etanol formado (ou a concentragéo
de subsirato) e a duragcdo da fermentagdo (Tabela 4). O tempo médio de
fermentacdo do substrato de 80 a 200 g/L foi, respectivamente, de 20, 245,32 e
41 horas. Esses resultados indicam a existéncia de uma fase inicial prolongada

para inicio da multiplicacdo celular e de uma fase de fermentac&o mais vigorosa.




As VMFE apresentaram médias de 2,32, 285 287 e 265 mULh,
respectivamente, nas concentragdes de 80 a 200 g/L.

A velocidade média de consumo de substrato (Tabela 4 e Figura 25)
apresentou medias de 4,02, 4,90, 5,00 e 4,63 g/L/h. As mesmas consideragdes do
paragrafo anterior aplicam-se aqui.

4.1.2.2. pH inicial 5,0

4.1.2.2.1. Rendimento, etanol no vinho, tempo de fermentacao e viabilidade
do fermento

A analise da variancia, para rendimento e etanol no vinho , mostrou haver
efeito para concentragdo de substrato (p<0,001) e temperatura (p<0,001), sem

efeito de interacao.

Os rendimentos a pH inicial 5,0 ndo seguiram a tendéncia verificada em
pH 3,5, foram em média 0,68 unidades absolutas menores em relagdo ao inéculo
10° cel/mL. Ou seja, no pH 5,0 praticamente ndo houve diferenca de rendimento
entre indculo 10% e 10% cel/mL. A manutencgao de viabilidade elevada de células de
levedura no final de fermentacdo sugere nao ter havido a mobilizacdo de seus
carboidratos de reserva para produzir etanol, como pode ter acontecido com pH
3,5 (Ferreira, 1998) que apresentou teores alcodlicos mais elevados mas com
viabilidade comprometida (Tabela 3 e 4). O rendimento médio foi de 82,2% e a

38°C foi cerca de 1 unidade absoluta maior que a 32°C.
Os tempos de fermentacdo (Tabela 2) foram de 18 e 19 horas (80 g/L,

respectivamente a 32 e 38°C), 22 e 24 horas (120 g/L, respectivamente a 32 e
38°C), 28 e 30 horas (160 g/L, respectivamente a 32 e 38°C), e 38 e 44 horas (200
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g/L, respectivamente a 32 e 38°C). Os tempos foram determinados com base nos

resultados da cinética de formagao de gas carbonico.

A viabilidade % das células de levedura, sob condigdes mais favoraveis
de pH (5,0) e em meio com elevagao mais lenta do teor de etanol, mostrou ser
bastante susceptivel a temperatura, mantendo-se maior em 32°C e caindo mais
drasticamente a 38°C, em concentracdes mais elevadas de glicose (160 e 200
g/L). Até 160 g/L a viabilidade manteve-se elevada, ao redor de 90%, em 32°C. O
numero de células viaveis manteve-se elevado ao final das fermentacgoes, devido
as boas condi¢cdes fisiologicas da levedura nesse pH, comegando a cair a partir de
160 g/L e na temperatura de 38°C. Nota-se com efeito que com a presenga de
pelo menos um fator favoravel ajuda a tenuar o efeito negativo de demais fatores

desfavoraveis associados.

4.1.2.2.2. Agucar residual

A analise da variancia mostrou efeito estatisticamente significativo apenas
os tratamentos de concentragcdo do substrato (p<0,001), e sem significancia para
temperatura e para a interagcao desses dois tratamentos. O coeficiente de variagao
do experimento foi de 5,5%. O teor de agucar residual foi extremamente pequeno,
indicando o esgotamento do substrato em todos os tratamentos de concentracdo

de substrato.
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4.1.2.2.3. Glicerol

A analise da variancia mostrou haver significancia estatistica para os
tratamentos de concentracdo de substrato (p<0,001), temperatura (p<0,001) e
interacdo dos mesmos (p<0,01).

Os teores de glicerol no vinho, em pH 5,0, mostram ser similares aqueles
em pH 3,5, com comportamento também similar em sua tendéncia de ser maiores
a 32°C e aumentar proporcionalmente com o aumento da concentracdo do
substrato.

4.1.2.24. Fator de conversdao de substrato em produto (eficiéncia da

levedura) — Ypis

A analise da variancia mostrou haver significancia estatistica para os
tratamentos de concentragio de substrato (p<0,001) e temperatura (p<0,001), ndo
havendo efeito de interacdo entre os dois tratamentos. O coeficiente de variagao
do ensaio foi de 0,4%. O fator Yps mostrou médias de 0,4227 em 80 g/L de
glicose, 0,4137 em 120 g/L, 0,4270 em 160 g/L, e de 0,4199 em 200 g/L; a
eficiencia média da levedura foi de 82,7, 80,9, 83,5 e 82,2%, respectivamente. As
médias para 38°C foram ligeiramente superiores que as de 32°C . Esses valores

mostram-se compativeis com aqueles de rendimento .
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4.1.2.2.5. Fator de conversdao de substrato em células (Yys) e velocidade
meédia de crescimento celular (VMCC)

A anadlise da variancia mostrou significancia para concentragcdo de
substrato, temperatura e interagcao de ambos. Os valores médios (Tabela 4) de Yys
foram de 0,0852 (80 g/L), 0,0650 (120 g/L), 0,0503 (160 g/L) e 0,0354 (200 g/L),
com uma nitida queda em funcdo do aumento da concentrag@o do substrato. As
médias da velocidade média de crescimento celular (g/L/h) foram de 0,371 (80
g/L), 0,350 (120 g/L), 0,283 (160 g/L) e 0,180 (200 g/L), igualmente diminuindo a
medida que aumenta a concentragcdo do substrato. As mesmas consideragoes
feitas para estas variaveis, em pH 3,5 , sdo aplicaveis aqui. Os resultados em pH
3,5 foram expressivamente menores que aqueles em pH 5,0 , o que mostra uma
menor massa celular em pH 3,5, portanto, menor consumo de agucar destinado a
novas células de levedura, e assim, maior Yps ou eficiéncia da levedura em
produzir etanol a partir do agucar consumido. Estas consideragbes sao
compativeis com o maior rendimento em pH 3,5 (Tabela 4) e os resultados das

demais variaveis citadas .

4.1.2.2.6. Velocidade média de formagao de etanol (VMFE) e de consumo de
substrato (VMCS)

A velocidade média de formagao de etanol apresentou médias de 2,32,
2,81, 3,01 e 2,68 mL/L/h, respectivamente nas concentracdes de 80 a 200 g/L;
esses valores sao bastante similares aqueles de pH 3,5, inclusive com as
mesmas tendéncias. As médias da velocidade média de consumo de substrato
(Tabela 4) foram de 4,33, 5,37, 5,56 e 5,04 g/L/h, acompanhando os resultados de

VMFE. As consideracoes feitas na discussao em pH 3,5 sdo aplicadas aqui.
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4.1.3. Resumo

Observou-se que a interagdo do pH baixo (3,5), com outros dois fatores
adversos dentro dos trés tratamentos restantes, conduziu a uma reducgdo
expressiva do rendimento. Fermentacoes em pH 50 ndo expressaram esta
sensibilidade a tais fatores para inibigado da fermentagdo. Portanto, em pH inicial
3,5 a conjugacdo com pelo menos outros dois fatores adversos para a adaptacao
da levedura com elevado indculo inicial (10® cel/mL), alta concentragdo do
substrato (200 g/L) ou alta temperatura (38°C), resultou numa interacdo com
severa inibicdo pelo etanol presente no vinho. O fato do indculo inicial elevado ter
resultado em rendimento menor foi surpreendente e pode ser explicado pela baixa
multiplicacdo celular com maior sobra de agucar para a transformagao em etanol.
Todavia, pode-se entender que sob as condi¢oes adversas de pH inicial 3,5 e de
temperatura de 38°C, a viabilidade foi bastante afetada e a levedura acabou
respondendo a esta situagdo com a multiplicagéo, de forma que a contagem de
células viaveis foi mantida aproximadamente estavel; a baixa viabilidade
determinada ao final da fermentagdo n&o significa necessariamente um
decréscimo no numero de células viaveis, mas representa a proporgao entre o
namero de células viaveis em relagdo ao de células totais. Os resultados obtidos
s3o indicativos deste modelo, uma vez que a baixa viabilidade, acompanhada de
certa estabilidade no nimero de células vidveis indica o aumento do numero de
células totais. Deste modo é que se coloca o enquadramento de inéculo inicial 10°
como um fator adverso, ou seja, indiretamente, em certos casos, a expressiva
multiplicagdo acarretou um consumo de agucar que reduziu a eficiéencia da
levedura. Nas mesmas condigcoes adversas de pH inicial e temperatura, mas com
baixo inéculo inicial (10%), devido ao longo tempo de fermentacéo a viabilidade
acabou por cair a zero, assim como o numero de células viaveis detectadas pela

metodologia empregada.

Os resultados permitem observar que a inibicdo mais expressiva da
fermentacdo ocorreu em elevada concentragdo de substrato e portanto altos
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teores de etanol no vinho. Examinando os resultados pode-se detectar que em
tratamentos com no minimo trés fatores adversos, o rendimento atingiu um
patamar minimo de cerca de 77,00%, como ocorreu em indculo 108 pH 3,5,
concentragdo 200 g/L e temperaturas de 32 e 38°C, e ainda em inéculo 10%, pH
3,5 , concentragao 200 g/L e temperatura 38°C. Nas condicdes deste ultimo
ensaio, mas com temperatura 32°C, o maior tempo de fermentagdo e maior
multiplicac&o celular foi suficiente para permitir que a levedura se adaptasse a 200
g/L de glicose; o mesmo nao ocorreu para a fermentacdo a 38°C que teve
rendimento bastante reduzido.

Quanto ao teor de etanol no vinho o valor maximo obtido foi para a
concentracdo de 200 g/L de glicose, sob pH 3,5, temperatura de 32°C e indculo de
10% que atingiu 11,45%, com rendimento de 88,00%, sem ser afetado com a
inibicado pelo etanol. Como se vé, foi satisfeita a condi¢cdo primordial de elevada
concentragao do substrato, mas sob condi¢des ndo adversas de temperatura e de
indculo inicial, embora sob pH 3,5. Nos casos em que houve inibi¢io pelo etanol
devido aos fatores prejudiciais apontados, o teor de etanol no vinho situou-se
entre 10,1 a 10,2%. Ou seja, teor abaixo de 10,1% de etanol no vinho deveria ser
a concentragdo maxima a ser planejada para evitar a inibicdo pelo etanol quando
se fermenta a temperatura de 38°C, pH inicial de 3,5, e inéculo inicial de 10° ou
10* cel/mL. As fermentagbes industriais ocorrem dentro dessas condicoes
adversas, ou condigdes proximas a cada uma delas; como por exemplo o pH que
numa fermentacgao industrial se inicia num nivel inicial ao redor de 3,5, conforme
as condi¢cOes da cana-de-agucar e do processo industrial. O teor maximo de etanol
no vinho que se observa em destilarias de alcool, no Brasil, € de cerca de no
maximo 10,0%.

O efeito combinado de baixo pH inicial (3,5) e inéculo pequeno (10%) e alta
concentracdo de substrato (200 g/ de glicose), contribuiu para obtengcdo de
fermentagbes incompletas, resultado do ndo esgotamento do actcar presente no

meio fermentativo e, como consequéncia houve diminuigdo do rendimento (Figura
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10 e 13). Em pH inicial 5,0 com agucar residual praticamente nulo, houve a
tendéncia de aumento do rendimento com elevacdo do nivel de substrato, como
mostra a Figura 13.

A levedura mesmo diante do pH inicial desfavoravel (3,5) a sua fisiologia,
mas estando em condicbes de temperatura de fermentagdo favoravel (32°C),
fermentou completamente o agucar disponivel no meio. Os valores de acgucar
residual apesar de praticamente nulos (como no caso do pH 5,0, Figura 13),
mostraram que a sua tendéncia € de elevagcdo com o aumento do nivel de
substrato. A associagao entre o pH inicial 3,5, temperatura de fermentacao de
38°C e concentragdo de substrato de 200 g/L, condicdo desfavoravel a levedura,
fez com o que agucar do meio fermentativo nao fosse esgotado. O agucar residual
atingiu cerca de 2%, por conseguinte, o rendimento da fermentagcdo diminuiu em
mais ou menos 10% (Figura 10 e 14).

A Figura 17 mostra a variacao da eficiéncia da levedura com os niveis de
substrato. O efeito combinado entre alta concentragdo de acucar e pH inicial 3,5
contribuiu para a sua reducao.

O fator de conversao de substrato em células diminuiu com o aumento da
concentracdo de substrato independentemente de pH e temperatura de

fermentacao (Figura 18 e 19).

A velocidade média de formacgao de etanol apresentou pouca variagéo em

relacdo aos niveis de substrato como pode ser constatado na Figura 20 e 21.

A velocidade média de crescimento celular diminuiu gradativamente com

aumento da concentragdo de substrato (Figura 22 a 24)
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A velocidade média de consumo de substrato sofreu poucas oscilacoes
com a variacao de nivel de substrato, assim como de etanol, como ilustra a Figura
25 e 26.

Em estudos onde o objetivo é verificar efeitos positivos ou negativos de
determinados tratamentos sobre a fermentagdo alcodlica, as condicbes em 200
g/L permitem uma avaliagdo mais adequada. Nestas condigées qualquer efeito
inibitério de um tratamento tera maior chance de ser detectado, uma vez que a
levedura esta trabalhando em condigdes proximas de inibicdo por outros fatores, e
portanto proximas do ponto de estresse. Em 160 g/l ou menos, a levedura nao
submetida & inibicdo pelo alcool pode ter resposta ndo detectavel para outras
variaveis inibitérias analisadas. Ou seja, nas condigbes em 200 g/L a levedura
deve "amplificar’ sua resposta; além de que as condigcbes gerais a que esta
submetida refletem o ambiente de fermentagdo industrial, se este também for o
objetivo. Nos ftratamentos favoraveis ao desenvolvimento da levedura,
principalmente como baixo teor em aculcar e consequente baixo teor em etanol no
vinho, a levedura podera ndo expressar o efeito adverso de algum outro fator em

estudo.
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Tabela 4 — Médias e resultados estatisticos da fermentagao alcodlica em substrato de glicose, com
inoculo de 10* células viaveis / mL.

Substrato (g glicose / L) Regressao

80 120 160 200 Média r
(@) Rendimento da Fermentagdo (%) - pH 3,5
32 88,50 aA 89,00 aA 88,00 aA 88,00 aA 88,38 A
38 88,50 aA 90,50 aA 89,00 aA 77,50 bB 86,38 B 0,990 ~**
Média 88,50 a 89,75 a 88,50 a 82,75b
°Cc) Rendimento da Fermentagao (%) - pH 5,0
32 82,00 80,25 83,00 81,75 81,75B
38 83,25 81,00 84,00 82,25 82,63 A
Média 8263 b 80,63 d 83,50 a 82,00 c
°c) Etanol no Vinho (% vA) - pH 3,5
32 463d 6,92c 915b 11,452 8,04 A 1=
38 463d 703 c 922b 10,09 a 7,74B 0,998 ***
Média 463d 6,97 c 9,19b 10,77 a
C) Etanol no Vinho (% vA) - pH 5,0
32 425 6,41 8,67 10,90 7,56B 1
38 4,32 6,50 8,77 10,98 7,64A 1 =
Média 428d 6,46 c 8,72b 10,94 a
pH Acucar Residual (% p/v)
35 0,002 c 0,002 c 0,108 b 1,059 a 0,293 0,983 ==
5,0 0,003 c 0,005b 0,006 a 0,007 a 0,005 0,988
Média 0,002 0,003 0,057 0,533
Cc) Acacar Residual (% ph) - pH 3,5
32 0,001 aA 0,002 aA 0,002 aB 0,005 aB 0,003 B
38 0,002 cA 0,002 cA 0,213 bA 2,113 aA 0,583 A 0,983 =
Média 0,002 c 0,002 c 0,108 b 1,059 a




Tabela 4 — Continuagio.

Substrato (g glicose / L) Regressao
80 120 160 200 Média r

c) Glicerol (% p/) - pH 3,5
32 0,258 dA 0,447 cA 0,634 bA 0,825 aA 0,541 A i B
38 0,249 dA 0,375 cB 0,530 bB 0,686 aB 0,460 B 0,999 ***
Média 0,253 d 0411 c 0,582 b 0,755 a
°C) Glicerol (% pi) - pH 5,0
32 0,347 dA 0,519 cA 0,631 bA 0,806 aA 0,575 A 0,997 ***
38 0,309 dB 0,448 cB 0,597 bB 0,822 aA 0,544 B 0,999 ==
Média 0,328 d 0,483 c 0,614 b 0,814 a
pH Yois
3,5 0,4541ab 0,4591 a 0,4539 ab 04474 b 0,4536 0,971 *
50 0,42270 b 0,4137d 0,4270 a 04199 c 0,4208 < 0,80 **
Média 0,4384 0,4364 0,4405 0,4337
() Ys - PH 5,0
32 0,4195 0,4108 0,4244 0,4184 0,4182B < 0,80 ™
38 0,4259 0,4166 0,4296 0,4215 0,4234A < 0,80 =
Média 0,4227 b 0,4137d 0,4270 a 0,4199 ¢
pH Yus
3,5 0,0522 a 0,0415b 0,0325¢c 0,0291 ¢ 0,0388 0,999 =
5,0 0,0852 a 0,0650 b 0,0503 ¢ 0,0354 d 0,0590 0,997
Média 0,0687 0,0532 0,0414 0,0323
C) Yxs - PH 5,0
32 0,0885aA 0,0696bA  0,0593cA  0,0407 dA 0,0645 A 0,994
38 0,0819aB 0,0603bB 0,0414cB  0,0300dB 0,0534 B  fesiar
Média 0,0852 a 0,0650 b 0,0503 c 0,0354 d
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Tabela 4 — Continuagio.

Substrato (g glicose / L) Regressao

80 120 160 200 Média r
) Velocidade Média de Formagao de Etanol (mL/L/h) - pH 3,5
32 2,32 cA 2,77 bB 2,95 aA 2,84 bA 272A i Rt
38 2,32dA 2,93 aA 2,79 bB 2,46 cB 262B 0,969 ***
Média 232c¢ 285a 287a 265b
c) Velocidade Média de Formagao de Etanol (mL/L/h)- pH 5,0
32 2,36 dA 2,91 bA 3,09 aA 2,87 cA 281 A ) o
38 2,27dB 2,71 bB 292 aB 2,50cB 260B 0,981 ==
Media 232d 281b 3,01 a 268 c
pH Velocidade Média de Crescimento Celular (g /L /h)
35 0,210 a 0,203 a 0,162 b 0,135¢c 0,177 0,985 *
50 0,369 a 0,350 b 0,282 c 0,180d 0,295 5 Ciaet
Média 0,289 0,276 0,222 0,158
c) Velocidade Média de Crescimento Celular (/L /h) - pH 3,5
32 0,219 0,208 0,166 0,141 0,184 A
38 0,201 0,198 0,158 0,128 0,171 B
Média 0,210 a 0,203 a 0,162 b 0,135¢c
C) Velocidade Média de Crescimento Celular (g/L/h)-pH 5,0
32 0,393 aA 0,390 aA 0,341 bA 0,220 cA 0,336 A 0,999 =
38 0,345 aB 0,309 bB 0,223 cB 0,140 dB 0,254 B 0,997 ™
Média 0,369 a 0,350 b 0,282c 0,180d
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Tabela 4 — Continuagao

Substrato (g glicose / L) Regressao

80 120 160 200 Média r
°c) Velocidade Média de Consumo de Substrato (g /L / h) - pH 3,5
32 4,02 dA 4,80 cB 5,19 aA 4,90 bA 473 A 0,997
38 4,02 dA 5,00 aA 4,81 bB 4,36 cB 455B 0,964
Média 4,02d 4,90 b 5,00 a 463 ¢
c) Velocidade Média de Consumo de Substrato (g /L / h) - pH 5,0

80 120 160 200
32 4,44 dA 5,60 bA 5,76 aA 541 cA 530 A 0,994
38 4,21dB 5,13 bB 5,37 aB 4,67 cB 485B 0,998 **
Média 433d 5,37b 5,57 a 5,04 c
*+* _ Significativo a 0,1%; ** _ Significativo a 1%; * - Significativo a 5%
Letras mindsculas — comparagao horizontal; Letras maidsculas — comparagao vertical

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.
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Figura 10 — Rendimento da fermentagdo (%) em funcdo da concentragdo de substrato e
temperatura, com inéculo de 10" células viaveis / mL e pH inicial 3,5.
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Figura 11 — Etanol (% v/iv) em fungdo da concentragao de substrato e temperatura, com inoculo de
10° células viaveis / mL e pH inicial 3,5.
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Banol (% viv)
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Figura 12 — Etanol (% v/iv) em funcdo da concentracio de substrato e temperatura, com inéculo de
10° células viaveis / mL e pH inicial 5,0.
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Figura 13 — Aclcar residual (% p/v) em fungdo da concentragdo de substrato, com inoculo de 10°
células viaveis / mL e pH inicial 3,5 e 5,0.
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Figura 14 — Agtcar r&mdual (% piv) em fungdo da concentragdo de substrato e temperatura, com
inoculo de 10° células viaveis / mL e pH inicial 3,50.
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Figura 15 — Glicerol (% p/v) em funcdo da concentragdo de substrato e temperatura, com indculo
de 10* células viaveis / mL e pH inicial 3,50.
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Figura 16 — Glloero! (% piv) em fungdo da concentragdo de substrato e temperatura, com indculo
de 10* células viaveis / mL e pH inicial 5,0.
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Figura 17 — Fator de conversao de sub§trato em produto (Yus) em fungdo da concentragd@o de
substrato, com in6culo de 10° células viaveis / mL e pH inicial 3,50.
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Figura 18 — Fator de conversao de substrato em células (Yxs) em fungdo da concentragao de

substrato, com inéculo de 10° células viaveis / mL e pH inicial 3,50 e 5,0.
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Figura 19 — Fator de conversdo de substrato em oélu!as (Yws) em fungcdo concentragio de
substrato e temperatura, com inéculo de 10* células viaveis / mL e pH inicial 5,0.
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Figura 20 — Velocidade média de formacgdo de etanol (mL / L / h) em fungéo da concentragdo de
substrato e temperatura, com inéculo de 10* células viaveis / mL e pH inicial 3,50.

87



35
3 25 '//-’""’( i I ¢
S 25
3 2,0 4 y =-0,0001x2 + 0,0383x + 0,0736 '
a 1,5 | r= 0,99%
— 1,0
£ 051
0,0 . : - : - :
80 100 120 140 160 180 200
gglicose /L 32°C
L
| 35 .
£ 3.0 1 i
E 25; ;
3 201 y =-0,0001x2 +0,0401x - 0,0897 i
ccnu 1,5 4 r= 0,9310 '
2 104 i
05 A i
0,0 - - T - " :
80 100 120 140 160 180 200

gglicose /L 389C

Figura 21 — Velocidade média de formacéo de etanol (mL / L/ h) em fungdo da concentragdo de
substrato e temperatura, com indculo de 10* células viaveis / mL e pH inicial 5,0.
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Figura 22 — Velocidade média de crescamento celular (g cel / L / h) em fungdo da concentracao de
substrato, com indculo de 10* células viaveis / mL e pH inicial 3,50 e 5,0.
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Figura 23 - Velocidade média de crescimento celular
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cel / L / h) em funcdo da concentragdo de

substrato e temperatura, com inéculo de 10” células viaveis / mL e pH inicial 3,50.
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Figura 24 — Velocidade média de crescimento celular gg cel / L/ h) em fungdo da concentragao de
substrato e temperatura, com inéculo de 10” células viaveis / mL e pH inicial 5,0.
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Figura 25 — Velocidade média de consumo de substrato (g / L / h) em fungdo da concentracdo de
substrato e temperatura, com inéculo de 10* células viaveis / mL e pH inicial 3,50.

92




6

5—/! L4 ﬁ--—..____‘_‘
L i
i€ |

=

= y =-0,0002x2 +0,0737x +0,0755

@ 31 r=09943

o

L2 b

=)

2 3

0 .
80 100 120 140 160 180 200

i g glicose /L 300G
e

is//r—‘\‘

=.0,0003x? +0,0749x - 0,177
r=09978 .

gglicose/L/h
(]

80 100 120 140 160 180 200
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4.2. A fermentacao alcodlica em diferentes substratos

O experimento com as diversas matérias primas empregadas na
fermentac&o alcodlica foi delineado para condugdo com indculo 10° células viaveis
/ mL em quatro niveis de concentragcdo de substrato (80, 120, 160 e 200 g/L de
ART ), pH inicial 3,5 e temperatura de fermentacao 38°C. Estas variaveis foram
selecionadas para este experimento com base nos resultados do experimento
anterior, e por representarem as condicoes mais proximas daquelas observadas
nas fermentagbes industriais nas destilarias brasileiras. O experimento foi
conduzido em um delineamento de cinco ensaios individuais, cada um

correspondente a uma matéria prima com quatro repeticbes para cada tratamento.

4.2.1. A fermentagao alcodlica em substrato de glicose

O rendimento da fermentacdo € similar nas concentragées de substrato
de 80 a 160 g ART / L, sendo de 81% em média. Com a concentragdo de 200 g/L
houve reducao de aproximadamente 12 unidades absolutas no rendimento,
ocasionada pela fermentacao incompleta provocada pela agdo conjunta da alta
concentragdo de substrato, de temperatura alta (38°C) e pH baixo (Tabela 5,
Figura 27). Este resultado também ocorreu quando do estudo do comportamento
dos fatores na fermentacao alcodlica. A existéncia de agucar residual (2,15% p/v)
e a alta producao de glicerol (1,09% p/v) favoreceram a reducdo de rendimento

alcoolico.

Como nao houve crescimento celular apresentam-se nulos os valores do
fator de conversdo de substrato em células (Yyxs) € a velocidade média de
crescimento celular (VMCC), como se vé na Tabela 5, isto se deve por iniciar o

processo com indculo grande (10° células viaveis / mL).
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A velocidade média de formagdo de etanol (VMFE) e de consumo de
substrato (VMCS) apresentaram médias de 13,75, 15,20, 12,06e 12,93 mL /L /h
de etanol e 26,55, 29,98, 22,89 e 24,44 g/ L / h de ART, respectivamente para as
concentracoes de 80, 120, 160 e 200 g/L. Os tempos de fermentacéo foram 3, 4, 7

e 7 horas, respectivamente (Tabela 5).

4.2.2. A fermentacgao alcodlica em substrato de sacarose

A fermentacao com substrato de sacarose se caracterizou com a obtencao
de rendimento alto e similar em todas as concentracées de substrato (80 a 200
g/L). O valor maximo obtido foi de 89%, com a concentragdo de 120 g/L. Os
valores de acgucar residual e glicerol nao foram muito diferentes, embora
apresentam uma ligeira tendéncia de aumentar a medida que se caminha da
menor para maior concentragao de substrato. Percebe-se que a causa principal da
diferenca de rendimento € a produgdo de glicerol e ndo a existéncia de actcar
residual (Tabela 5). A levedura fermentou totalmente o agtcar disponivel mesmo
em presenca de fatores indesejaveis como alta concentragdo de acgucar, de

produto, pH inicial baixo (3,5) e temperatura alta (38°C).

A fermentacdo em substrato de sacarose mostrou que a inibicdo em 200
g/L ocorre em menor grau com sacarose e o etanol % vinho atingiu o mais elevado
valor, de 11,05%.

A eficiencia da fermentagcao apresentou valores de 84, 84, 80 e 79%,
respectivamente para as concentragoes de substrato de 80, 120, 160 e 200 g/L de
ART. Estes valores justificam o fato de producéo de glicerol ser neste caso o
maior responsavel pela diferenga de rendimento alcodlico entre as concentragdes
de substrato (Tabela 5, Figura 28).
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A velocidade média de formacao de etanol e de consumo de substrato
foram 1467 , 16,13, 1268 e 12,28 mL /L / h de etanol e 2540, 27,73, 22,20 e
21,72 g/ L / h de ART, respectivamente para as concentragées de substrato de
80, 120, 160 e 200 g ART / L. Os tempos de fermentacao foram 3, 4, 7 e 9 horas
respectivamente (Tabela 5).

4.2.3. A fermentagao alcodlica em substrato de xarope

O rendimento da fermentacdo em substrato de xarope, assim como em
meio de sacarose, foi influenciado pela produgéo de glicerol; em xarope também
se nota o crescimento da massa celular da levedura. O glicerol formado aumenta
com o aumento da concentracao de subsirato, ao mesmo tempo em que o
rendimento alcodlico decresce na mesma proporgdo. Dos substratos estudados o
xarope foi o unico que apresentou crescimento celular da levedura apesar do
inéculo ser grande. Provavelmente a sua composicdo em nutrientes seja o fator
preponderante que determine tal comportamento mesmo em situacdo de equilibrio
populacional. Nestas circunstancias, o tempo da fermentacao foi reduzido em uma
hora nas concentracées de 160 e 200 g/L. de ART quando comparado com o
substrato de glicose (Tabela 5, Figura 29). As condigdes nutricionais adequadas
favorecem o crescimento e conseqUentemente resulta em maior velocidade
fermentativa, o que reduz o tempo da fermentacdo (Strehaiano et al., 1983). O
rendimento maximo obtido foi de 88% em concentragdo de substrato de 80 g/L,
coincidindo com menor producdo de glicerol, quando observado em relagéo a
outras concentracbes. Em condi¢cdes adversas a levedura produz mais glicerol
para manter a sua viabilidade celular (Costenoble et al., 2000). O rendimento
mostrou, como para substrato de sacarose, uma inibigao crescente pelo substrato
(Tabela 5).

A eficiéncia da levedura foi de 90, 85, 85 e 82%, respectivamente para a
concentracao de substrato de 80, 120, 160 e 200 g ART / L. A velocidade média




de formacgao de etanol (VMFE), de crescimento celular (VMCC) e de consumo de
substrato (VMCS) foi de 14,03 , 15,64 , 14,07 : 17,09 mL / L / h de etanol e 0,913,
1,182,0,083e 0,234 g/L /h de células e 23,99, 28,25 ,2559¢e 32,10 g/L / h de
ART, respectivamente (Tabela 5, Figura 30).

4.2.4. Afermentagao alcodlica em substrato de melago de menor pureza

O fator determinante na fermentagdo de melago é sua pureza , ou seja, a
concentracao de acucar e nao-agucares. A somatéria do efeito desses dois

fatores inibe quase completamente a fermentacgao.

Com a concentracéo de 80 g/L de ART nao houve inibicdo da fermentacdo
e o rendimento alcangou 86%. Em concentragGes crescentes de acucar o
rendimento diminuiu drasticamente até o valor de 7%, em concentracdo de
substrato de 170 g/L (Tabela 5, Figura 30). Nesta, o etanol produzido foi 0,84%
viv e o agucar residual 16,28% pl/v, ou seja somente 1,3 g de acgucar foi
transformado em etanol durante 14 horas. Praticamente ndo houve a fermentacéo.
Este resultado mostra a importancia das caracteristicas de substrato a ser usado
na conducdo de experimentos em laboratério. Dependendo de sua pureza e
concentracdo de agucar, o melaco pode ser invidvel para conduzir os
experimentos laboratoriais. Em baixa concentracdo de substrato a levedura
suporta melhor as condigbes adversas do meio, mantendo o nimero elevado de
células viaveis durante a fermentagdo, como mostra a Tabela 6.

A eficiéncia da levedura foi de 84, 84, 80 e 79%, respectivamente para as
concentracbes de substrato de 80, 110, 140 e 170 g/L. Curiosamente estas
eficiéncias foram exatamente iguais aos encontradas com substrato de sacarose
nas concentragdes de 80, 120, 160 e 200 g/L, respectivamente. As velocidades
médias de formac&o de etanol e de consumo de substrato foram de 10,58 , 13,67
2,54 ¢ 0,60 mL / L / h de etanol, e 18,50, 27,70, 7,09 e 1,71 g/ L / h de ART,
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respectivamente. Os tempos de fermentacdo foram 4, 3, 10 e 14 horas,

respectivamente (Tabela 5).

4.2.5. A fermentacao alcodlica em substrato de melago de maior pureza

Com o melago de maior pureza em relagdo ao melago anterior o
rendimento da fermentacdo foi melhor, embora ainda baixo, atingindo apenas
95% em 170 g/l de ART (Tabela 5, Figura 31). O melago como subproduto da
fabricacdo de agucar contém impurezas que com interagdo com outros fatores
indesejaveis, tais como, baixo pH inicial (3,5), temperatura elevada (38°C) e alta
concentracdo de substrato, contribuem para inibir a fermentagdo e como
consequéncia obtém-se rendimentos baixos. A presenca das impurezas do
melaco agrega uma sobrecarga em solidos soluveis que eleva a press&o osinética
do meio. Apesar da caracteristica homeostatica da célula da levedura, conforme a
quantidade e qualidade dos sais minerais presentes no melago, torna-se dificil a
manutencao do seu equilibrio hidrostatico. A fermentacdo de melago é
particularmente importante nas destilarias anexas, porque além de dar uso a esse
residuo da fabricagdo de agucar, contribui para o aumento do rendimento global
da usina e a sua mistura com o caldo de cana destinado a fermentagdo aumenta
sua concentragcao em agucares fermentesciveis, garantindo a obtencao de teores
alcodlicos no vinho adequados a um bom rendimento de destilagcdo e economia de

energia.

A quantidade de glicerol produzido foi similar aquela com a utilizagéo de
substrato de glicose, situando-se na faixa de 1% p/v, nas concentracoes de 160 e
200 g/L de glicose (Tabela 5).

A eficiéncia da levedura apresentou valores de 88, 79, 82 e 88%,

respectivamente para as concentracdes de substrato de 80, 110, 140e 170 g/ L.
A velocidade média de formacdo de etanol e de consumo de substrato foi de
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13,25, 14,36, 14,44 e 1561 mL / L / h de etanol, e 23,18, 28,13, 27,25e 27,48 g /
L / h de ART, respectivamente. Os tempos de fermentacao foram 3, 4, 5 e 4 horas,

respectivamente, (Tabela 5).

As quantidades de etanol a partir de 5,75% v/v intensificou a acéo
negativa das impurezas do melaco sobre a viabilidade da levedura. Este fato é
bem evidenciado na Tabela 5 e 6. Pode ser observado que teores de etanol no
vinho de 0,84 a 4,23% (v/iv) com melago de menor pureza a levedura ainda
manteve no final da fermentacao uma viabilidade entre 23 a 55% de acordo com a
concentracdo de substrato. Com o melago de maior pureza na presenga de teor
de etanol entre 5,75 e 7,22 % (v/v) fizeram com que a viabilidade fosse reduzida a
4% (Tabela 5 e 6).
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Tabela 5 — Médias e resultados estatisticos da fermentacao alcodlica em substratos diversos, com
inéculo de 10® células viaveis / mL, pH 3,5 e 38°C.

Substrato (g ART /L) Regressao
80 120 160 200 r
Glicose
Rendimento (%) 80,70 a 80,98 a 81,40 a 7283 b 0,958 *=**
Etanol (% vA) 421 d 6,29 c 845 b 941 a 0,998 =
A R res (% piv) 0,006 b 0,006 b 0,005 b 215 a 0,966 ~**
Glicerol (% pHv) 0,569 d 0,782 ¢ 0,934 b 1,085 a 0,996 ***
Y ps 04127 a 04141 a 0,4162 a 0,4170 a ns
Y ws “ = - - -
VMFE (mL/L/h) 13,75 b 15,20 a 12,06 ¢ 1293 c <0,80 ™
VMCC (g/L/h) - - - - -
VMCS (g/L/h) 26,55 b 29,98 a 2289 d 2444 c < 0,80 **
Tempo (h) 3 4 7 T -
Sacarose
Rendimento (%) 88,00 b 89,00 a 87,00 ¢ 86,75 c 0,8003 >
Etanol (% viv) 440 d 645 ¢ 884 b 11,05 a 1,000 =
A R res (% pN) 0,086 d 0,102 ¢ 0,111 b 0,128 a 0,993 =
Glicerol (% piv) 0,821 d 1,069 c 1,228 b 1461 a 0,997 ™
Y ps 0,4306 a 0,4316 a 0,4098 b 0,4050 b ns
Y ws = "

VMFE (mL/L/h) 1467 b 16,13 a 12,68 c 1228 ¢ < 0,80 ™
VMCC (g/L/h) - - - -
VMCS (g/L/h) 2540 b 27,73 a 2220 c 21,72 ¢ < 0,80

Tempo (h) 3 4 7 9 -
Xarope

Rendimento (%) 88,25 a 8425 b 84,00 b 80,62 c 0,957 **
Etanol (% vi) 421 d 6,26 c 844 b 10,26 a 0,999
A R res (% pN) 0,152 b 0,180 b 0,208 b 0,390 a 0,983
Glicerol (% p/v) 0,835 d 1,127 ¢ 1,328 b 1,527 a 0,995 ***
Y ps 0,4617 a 0,4369 b 0,4339b 0,4203 c 0,970 *
Y ws 0,0381 a 0,0418 a 0,0032 c 0,0073 b <0,80*
VMFE (mL/L/h) 14,03 ¢ 1564 b 14,07 ¢ 17,09 a < 0,80 =
VMCC (g/L/h) 0913 b 1,182 a 0,083 d 0,234 c < 0,80 =
VMCS (g/L/h) 23,99 d 2825 b 2559 ¢ 32,10 a <0,80
Tempo (h) 3 4 6 6 -
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Tabela 5 — Continuacao.

Substrato (g ART /L) Regressao

80 110 140 170 r

Melaco Final de Menor Pureza

Rendimento (%) 85,50 a 53,50 b 2825 ¢ 7,00 d 0,996
Etanol (% vA) 423 a 410 b 254 ¢ 0,84 d 0,994
A Rres (% piv) 0,255 d 3,551 ¢ 6.744 b 16,280 a 0,993
Glicerol (% ph) 0625 a 0457 b 0,315 ¢ 0,137 d 0,999 ***
Y s 0,4306 a 0,4316 a 0,4098 b 0,4050 b ns

Y s - - - - -
VMFE (mL/L/h) 10,58 b 13,67 a 254 ¢ 060 d 0,876
VMCC (g/L/h) - - - - -
VMCS (g/L/h) 18,50 b 27,70 a 7.09 ¢ 1,71 d 0,866 ***
Tempo (h) 4 3 10 14 -

Melago Final de Maior Pureza
Rendimento (%) 86,00 a 7750 b 7775 b 5450 c 0,952 **
Etanol (% vA) 398 d 575 ¢ 722 a 625 b 0,979 >
A R res (% piv) 0,166 c 0,228 ¢ 0,733 b 6,788 a 0,979
Glicerol (% phv) 0,639 c 0832 b 1,015 a 1,013 a 0,992 ***
Y o 0,4512 a 0,4030 ¢ 0,4182b 0,4485 a 0,964 ~**
Y ws - B - - -
VMFE (mL/L/h) 13,25 ¢ 1436 b 1444 b 1561 a 0,958 ***
VMCC (g/L/h) - - = - -
VMCS(g/L/h) 23,18 ¢ 2813 a 2725 b 2748 b 0,918 =~
Tempo (h) 3 4 5 4 -
*** _ Significativo a 0,1%; ** - Significativo a 1%); * - Significativo a 5%
Letras mindsculas — comparagao horizontal; Letras maitusculas — comparacgao vertical

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.
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Tabela 6 - Médias de viabilidade celular (%) e de células viaveis de levedura no final da

fermentacao
Tratamentos Glicose Sacarose Xarope
Viabilidade  Células  Viabilidade Células Viabilidade  Células
Viaveis Viaveis Viaveis
gART/L (%) (cel/mL) (%) (cel/mL) (%) (cel/mL)
80 48 3,55 x 10° 54 411 x10° 78 4,42 x10°
120 29 1,98 x 10° 48 3,00 x 10° 65 3,60 x 10°
160 1,18 1,50 x 10° 36 2,92 x10° 23 1,43 x 10°
200 11 7,50 x 107 39 3,24 x 10° 13 1,09 x 10°
Melaco de Menor Pureza Melago de Maior Pureza
Viabilidade Células  Viabilidade  Células
Viaveis Viaveis
(%) (cel/mL) (%) (cel/mL)
80 41 2,48x10° 13 7,80 x 10’
110 55 3,33x 10° 4 1,99 x 10
140 42 2775107 4 2,10 x 10’
170 23 1,62 x 10° 9 5,90 x 10
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Figura 27 — Rendimento da fermentagao (%), etanol (% viv), agucar residual (% pfv), glicerol (%
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4.3. A cinética de liberagido de CO; na fermentacgao alcodlica

4.3.1. Fatores que afetam a cinética de liberagcao de CO, em substrato de

glicose

Os fatores estudados foram a quantidade de inéculo, pH inicial, a

concentracao de substrato e a temperatura de fermentacao.

Os resultados obtidos para CO, (% p/v), determinados em intervalos de
uma hora, sdo apresentados nas Figuras 32 a 35. A partir desses resultados foram
estabelecidos os tempos de fermentacdo (Tabela 2). A quantidade de indculo é
fundamental no desenvolvimento da fermentac&o. Indculo grande (10° células
viaveis / mL) resultou em fermentacées que se completaram entre 3 a 8 horas,
para concentracGes de substrato de 80 a 200g / L de glicose. Inoculo pequeno
(10% células viaveis / mL) resultou em fermentagdes lentas que se estenderam de
20 a 44 horas. A predicdo da cinética é de grande utilidade para avaliagcdo do
tempo de fermentacéo e para prevencdo de fermentagoes longas (Sablayrolles &
Barre, 1993b).

Com in6culo grande os tempos de fermentacZo foram praticamente iguais
para as temperaturas de 32 e 38°C. Com indculo pequeno houve ligeira tendéncia

de aumento de tempo para a temperatura de 38°C.

Nas fermentacdes com pH 5,0 a tendéncia foi de fermentacoes mais

rapidas que a pH 3,5.

Para indculo grande, nas concentragées de 80, 120, 160 e 200 g/L de
glicose, a quantidade média acumulada de CO, liberado (Tabela 7) foi de cerca de
3,72, 5,46, 7,34 e 8,20 g CO, / 100 mL de mosto, respectivamente, para pH 3,5.
Para pH 5,0 os resultados foram similares. Para o pH e temperatura estudados, os

coeficientes de correlagdo entre a concentragdo de substrato e o CO- liberado
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foram praticamente igual a 1. Para inéculo pequeno, do mesmo modo, O
coeficiente de correlacdo entre a concentragéo de substrato e o CO; liberado foi
também elevado (proximo & uma unidade), mostrando a resposta linear da
medicdo da liberagédo de CO, com a concentragdo de substrato. Nas Figuras 36 a
38 vé-se que ha elevado coeficiente de correlagdo, com valores de r proximos a
unidade, entre as quantidades de CO; liberado com etanol formado e ART
consumido. Este resultado demonstra que a determinagdo de CO: liberado pode
ser usado para estimar o etanol produzido e a glicose consumida, assim como
outros dados cinéticos da fermentacéo como afirmaram Bely et al. (1990); Bryan &
Silman (1991) e Sablayrolles & Barre (1993a).

Os valores de etanol reais sdo menores que aqueles estimados
estequiometricamente, devido ao consumo de agucar para crescimento e

atividades celulares.

Sob indculo grande n&o houve lag fase. Sob indculo pequeno a lag fase foi
de 14 horas, permitindo observar que em substratos com 80 g ART / L a fase
exponencial durou apenas cerca de 4 a 5 horas, tempo similar a indculo grande.
Todavia, sob concentragdes de agticar mais elevadas a fase exponencial se inicia
com velocidade similar (pH 3,5) ou pouco mais atenuada (pH 5,0), especialmente
em 38°C, apresentando-se bastante lenta em sua fase final e ndo mostrando uma
inflexdo nitida que marcaria o inicio da fase estacionaria (Figura 32 e 33). Assim,
tem-se fermentacdes prolongadas ou demoradas que atingem até cerca de 40 ou
49 horas para que se consuma o aguicar em substratos com 160 e 200 g ART / L,
respectivamente (Figura 34 e 35). Esta situacao torna o emprego de inéculo baixo
(10* células viaveis / mL) mais oneroso no que se refere ao tempo requerido e, por
conseguinte, menos econdmico em comparagao ao uso de inéculo grande (108,
onde ja se tem o equilibrio populacional logo no inicio do processo fermentativo, o
que contribui consideravelmente para a reducao do tempo da fermentagao (Tabela
2).
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Figura 32 — Cinética da liberacdo de CO; (g/100 mL vinhoJ, de fermentacao alcodlica em substrato
de glicose, nas condi¢cbes de inoculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,5 e
temperatura de 32 e 38°C. S1 - 80g ART / L; S2 —120g ART / L; S3-160g ART /L e
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Figura 35 — Cinética da liberagéo de CO, (g/100 mL vinho), de fermentacéo alcodlica em substrato
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temperatura de 32 e 38°C. S1 — 80g ART / L; S2 —120g ART / L; S3 - 160g ART /L e
S4 —200g ART / L.
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4.3.2. O CO, liberado e a estimativa de outros parametros

O CO- produzido na fermentagdo pode ser usado para estimar o etanol
produzido e ART consumido, conforme mostram as Tabelas 7, 8 e 9 e Figuras 36,
37 e 38. As equacdes obtidas mostram coeficiente de correlagdo proximo a
unidade. O etanol calculado via CO, liberado apresenta-se um pouco maior que 0
etanol real determinado devido a existéncia de outras vias consideradas desvio da
fermentacdo, como a de producdo de glicerol e de acidos organicos. Ao contrario,
o acucar calculado via CO, é ligeiramente menor do real, pelas razaos

consideradas anteriormente.
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Tabela 7 — Resultados de CO,, e de etanol produzido e glicose consumida calculados
estequiométricamente em funcdo do CO, e determinados por via analitica (real),
com indculo alto de 10° células viaveis / mL, em meio sintético de glicose.

Tratamentos CO, Etanol Etanol ART ART
consumido consumido
(real) (real) (calculado) (real) (calculada)
glicose g/L/t°C % plv % viv % plv
pH 3,5
80/32° 3,71 4,49 4,91 7,97 7,59
80/ 38° 3,72 4,44 493 7.97 7,61
120/ 32° 5,41 6,53 717 12,05 11,07
120/ 38° 5,50 6,48 7,28 12,05 11,25
160/ 32° 7,32 8,75 9,69 16,13 14,97
160 / 38° 7,36 8,73 9,75 16,13 15,05
200/ 32° 8,03 10,13 10,63 20,24 16,42
200/ 38° 8,43 10,19 11,16 20,27 17,24
pH 5,0

80/ 32° 3,69 4,36 4,89 7,98 7,55
80/ 38° 3,61 437 478 7,98 7,38
120/ 32° 5,44 6,34 7,20 12,21 11,13
120/ 38° 5,74 6,27 7,60 12,21 11,74
160/ 32° 7,21 8,42 9,55 16,17 14,75
160 / 38° 7,33 8,43 9,71 16,17 14,99
200/ 32° 8,46 10,98 11,20 20,28 17,30

200/ 38° 9,44 11,05 12,50 20,28 19,31




Figura 36 — Correlagdo entre CO, produzido na fermentagdo com etanol produzido e ART
consumido, em fungdo da concentragéo de substrato, pH e temperatura, com indculo
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alto de 10° células viaveis / mL, em meio sintético de glicose.
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Tabela 8 - Resultados de CO, etanol produzido e glicose consumida calculados

estequiometricamente, e as mesmas varidveis determinadas por via analitica (real),
em fungdo da concentragdo de substrato, pH e temperatura, com inéculo baixo de
10" células viaveis / mL, em meio sintético de glicose.

Tratamentos cO, Etanol Etanol ART ART
consumida consumida
(real) (real) (calculado) (real) (calculada)
glicose g/L /t°C @/100 mL % viv g/100 mL
pH 3,5
80/ 32° 3,73 463 4,94 8,05 7,63
80/ 38° 3,82 463 5,06 8,05 7.81
120/ 32° 5,64 6,92 7.47 11,99 11,54
120/ 38° 5,83 7,03 7,72 11,99 11,92
160/ 32° 7,71 9,15 10,21 16,08 15,77
160 / 38° 7,68 9,22 10,17 15,87 15.71
200/ 32° 9,82 11,45 13,01 20,09 20,09
200/ 38° 9,05 10,09 11,99 17,88 18,51
pH 5,0

80/ 32° 3,72 425 492 8,00 7,61
80/38° 3,85 432 5,09 8,00 7.87
120/ 32° 5,47 6,41 7,24 12,32 11,19
120/ 38° 5,64 6,50 7,46 12,32 11,54
160/ 32° 7,53 8,67 9,97 16,11 15,40
160/ 38° 7,71 8,77 10,21 16,11 15,77
200/ 32° 9,68 10,90 12,82 20,56 19,80
200/ 38° 9,93 10,98 13,14 20,56 20,31
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Figura 37 — Correlagdo entre CO, produzido na fermentacdo com etanol produzido e ART
consumida, em funcéo da concentragdo de substrato, pH e temperatura, com inéculo

de 10" células viaveis / mL, em meio sintético de glicose.
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4.3.3. Cinética de liberacao de CO, em diferentes substratos

O experimento com as diversas matérias-primas empregadas na
fermentacdo alcodlica foi delineado para conducdo em quatro niveis de
concentragdo de substrato (80, 120, 140, 160, 170 e 200 g/L de ART), com indculo
10® células viaveis / mL, pH inicial 3,5 e temperatura de fermentacéo 38°C. Estas
variaveis foram selecionadas para este experimento com base nos resultados do
expemento de fatores que afetam a fermentacdo em meio de glicose, e por
representarem as condicdes mais proximas daquelas observadas nas
fermentagdes industriais nas destilarias brasileiras. O Experimento foi conduzido
em um delineamento de cinco ensaios individuais, cada um correspondente a uma
matéria prima com quatro niveis de concentragdo de substrato e quatro repeticoes

para cada tratamento.

A determinacdo do CO; liberado mostrou em todos os substratos uma
elevada correlacdo com o etanol produzido. Isso ocorreu tanto para substrato de

elevada pureza (glicose, sacarose e xarope) como para os meis finais.

A correlagdo do gas carbdnico com o ART consumido também mostrou

uma elevada correlacdo para todos os substratos, com excecao do mel final.

Em substrato de mel final, de menor e maior pureza, foi bastante visivel o
efeito inibidor dos componentes ndo—agucares e associados ao teor de ART. Na
concentragdo de 140 g ART por litro a inibicdo da levedura foi bastante
significativa. Para mel final de menor pureza a inibicao da fermentacdo em 140 g/L
de ART é bastante visivel sendo muito pronunciada em 170 g/L. Em mel final de
maior pureza a fermentagdo com 80 g ART / L n&o mostrou inibicdo de levedura,
que ocorreu de forma expressiva, em 140 g/L. Deste modo a fermentacdao em
substrato de melaco ndo é recomendada para estudo de tratamentos em

simulacdo a uma fermentagdo nas condigOes gerais em que € normalmente
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conduzida em uma destilaria onde o caldo de cana € o principal componente de

mosto.
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4.3.4. O CO; liberado e a estimativa de outros parametros

De modo geral os valores calculados e reais apresentaram-se proximos.
Os resultados variaram de acordo com o substrato usado e sua concentragdo em
ART. Em substrato de glicose a diferenca de etanol esta entre 0,23 a 1,06 e de
ART entre 1,19 a 1,88 entre diferentes concentracdes de substrato estudados. Em
substrato de sacarose a diferenga de etanol situou-se entre 0,56 a 1,31 e de ART
entre 0,05 a 0,48. A de xarope, a diferenca entre etanol variou de 0,78 a 1,71 e de
ART entre 0,27 a 1,75. Em substrato de melaco final de menor pureza a diferenga
de etanol situou-se entre 0,26 a 0,63 e de ART entre 0,09 a 2,43. A de melaco
final de pureza maior, a diferenca entre etanol variou de 0,73 a 1,72 e de ART
entre 0,17 a 1,2 (Tabela 9). A producao de outros compostos durante a
fermentacdo que nao sejam etanol, como glicerol e acidos organicos, constitui a

causa principal das diferencas existentes conforme foi abordado anterriormente.
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Tabela 9 — Resultados de CO,,

etanol

produzido e glicose consumida calculados
estequiometricamente, e as mesmas variaveis detemunadas por via analitica (real),
em fungao de diversos substratos, com inéculo de 10° células viaveis / mL, pH 3,50

e 38°C.
Tratamentos CcO- Etanol Etanol ART ART
Consumida Consumida
(real) (real) (calculado) (real) (calculada)
gART/L g/100 mL % v g/100 mL
Substrato de glicose
80 3,35 421 4,44 8,04 6,85
120 511 6,29 6,76 11,99 10,44
160 6,92 8,45 9,16 16,03 14,15
200 7,91 9,41 10,47 17,81 16,18
Substrato de sacarose
80 3,75 4.40 4,96 7,62 7,67
120 5,54 6,45 7,33 11,09 11,32
160 7,66 8,84 10,15 15,54 15,67
200 9,33 11,05 12,35 19,55 19,07
Substrato de xarope
80 3. 77 421 4,99 7,20 7
120 5,66 6,26 7,49 11,30 11,57
160 7,67 8,44 10,15 15,35 15,68
200 8,56 10,26 11,34 19,26 17,51
Substrato de melaco final de menor pureza
80 3,66 423 4,85 7,40 7,49
110 3,57 410 4,73 8,31 7,30
140 2,28 2,54 2,28 7,09 4,66
170 0,94 0,84 1:25 2,39 1,92
Substrato de melago final de maior pureza

80 3,56 3,98 471 6,95 7,28
110 5,29 575 7,01 11,25 10,82
140 6,75 7.22 8,94 13,63 13,80
170 5,96 6,25 7,89 10,99 12,18
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4.3.5. Equagdes polinomiais representativas

As equagbes representam as curvas da cinética de evolucdo de gas
carbonico durante a fermentagdo alcoodlica (item 4.3). Através das quais podem

ser calculadas as velocidades instantaneas.

Figura 32, 32°C

S1
y = 0,0004x° - 0,0136x° + 0,1632x* - 0,9161x° + 2,2172x* - 0,7057x + 0,0047
r=0,9993

S2
y =-0,0007x% + 0,0147x° - 0,1085x* + 0,245x> + 0,2126x> + 0,3009x + 0,0024
r=0,9999

S3
y = 4E-05x° - 0,0013x° + 0,0192x* - 0,1553x> + 0,6493x> + 0,0533x + 0,0007
r=1

S4
y = 0,0002x° - 0,0066x° + 0,0737x* - 0,4145x> + 1,1206x> + 0,1726x - 0,0018
r=1

Figura 32, 38°C

S1
y = 0,0012x° - 0,0318x° + 0,3227x* - 1,5282x° + 3,0979x* - 0,7867x - 0,0029
r=0,9997

S2
y = -6E-05x%- 0,0011x° + 0,0484x" - 0,4609x° + 1,5165x° - 0,1467x + 0,0031
r=0,9999

S3
y = 6E-05x° - 0,002x° + 0,031x* - 0,2451x° + 0,8867x% + 0,109x + 0,0004
=k

S4

y = 0,0004x° - 0,0113x° + 0,1221x* - 0,6413x° + 1,543x* + 0,1746x - 0,0027
r = 0,99995
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Figura 33, 32°C

S1
y = 0,0011x° - 0,028 + 0,2597x" - 1,0564x° + 1,4735x> + 1,2966x - 0,0073
r=0,9983

S2
y = -0,0004x°+ 0,0077x° - 0,036x" - 0,0746x° + 0,6756x> + 0,5521x + 0,005
r=0,9997

S3
y = -0,0014x° + 0,036x" - 0,3345x* + 1,4144x° - 2,7917x° + 3,8501x + 0,0029
r=0,9999

S4
y = 0,0003x° - 0,0065x° + 0,0638x" - 0,345x° + 1,0428x* - 0,007x + 0,0016
r=1

Figura 33, 38°C

S1
y = 0,0006x° - 0,0137x° + 0,115x" - 0,3602x° - 0,1023%° + 2,5926x - 0,0044
r=0,9993

S2
y = -9E-05x° - 0,0019x° + 0,0684x* - 0,5708x° + 1,585x° + 0,3265x + 0,0046
r=0,9996

S3
y = -0,0014x° + 0,0346x° - 0,3173x"* + 1,3415x° - 2,8124x% + 4,4128x + 0,0053
r=0,9997

S4

y = 1E-05x° - 0,0017x° + 0,0353x* - 0,3005x° + 1,0858x> + 0,1369x + 0,0008
r=1
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Figura 34, 32°C

S1
y = -0,0001x° + 0,0053x° - 0,081x* + 0,603x° - 2,2518x2 + 4,48x - 2,754
r=0,99995

S2
y = -7E-06x° + 0,0004x° - 0,0067x* + 0,0604x° - 0,2587x2 + 1,014x - 0,786
r=0,9997

S3
y = -4E-07x° + 2E-05x° - 0,0003x* - 0,0007x° + 0,0465x2 + 0,2184x - 0,2144
r=0,9998

sS4

y = 7E-08x° - 9E-06x° + 0,0005x* - 0,011x° + 0,1252x2 - 0,1429x + 0,1104
r=0,9998

Figura 34, 38°C

S1
y = -0,0001x° + 0,0048x° - 0,0764x* + 0,5899xC - 2,325x + 4,9141x - 3,1034
r=0,9999

S2
y = -1E-05x° + 0,0006x° - 0,0122x* + 0,118x° - 0,576x2 + 1,8394x - 1,3517
r=0,9999

S3
y = -8E-07x° + 6E-05x° - 0,0014x" + 0,0146x° - 0,0667>2 + 0,613x - 0,5146
r=0,9998

S4

y = 9E-08x° - 1E-05x° + 0,0005x* - 0,01x> + 0,1005x2 + 0,0756x - 0,0936
r=0,9998
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Figura 35, 32°C

S1
y = -0,0002x° + 0,0055x° - 0,0787x* + 0,5535x - 2,0958x° + 4,7831x - 3,1574
r = 0,9994

S2
y = -BE-06x° + 0,0004x° - 0,0087x* + 0,0949x° - 0,5256x> + 2,0338x - 1,5838
r=0,9998

S3
y = 7E-07x° - 5E-05x° + 0,0012x* - 0,0142x° + 0,0822x% + 0,3848x - 0,4019
r=0,9998

S4
y = 1E-07x° - 2E-05x° + 0,0006x* - 0,0132x + 0,135x* - 0,0948x + 0,0583
r=0,9998

Figura 35, 38°C

S1
y = -0,0002x° + 0,0066x° - 0,1002x* + 0,7476x° - 2,8622X° + 5,8518x - 3,6427
r = 0,99995

S2
y = -1E-05x° + 0,0007x° - 0,0148x* + 0,1428x> - 0,7013%* + 2,1679x - 1,5802
r=0,9998

S3
y = -5E-07x° + 3E-05x° - 0,0008x* + 0,0082x° - 0,0255x* + 0,4939x - 0,4126
r=0,9997

S4

y = -2E-07x° + 2E-05x° - 0,0005x* + 0,0053x° + 0,0086x> + 0,0822x + 0,0021
r=0,9996
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Figura 36 (a)

S1
y = 0,0014x° - 0,036x° + 0,3538x" - 1,6041x° + 3,0574x" - 0,6116x - 0,0061
r=0,9987

S2
y = 0,0003x° - 0,0094x° + 0,1233x* - 0,7472x° + 1,8746x° - 0,0767x + 0,0017
r=0,9998

S3
y = 8E-05x° - 0,0031x° + 0,0456x" - 0,3229x° + 0,9539x° + 0,5367x - 0,0063
r = 0,99995

S4
y = 4E-05x° - 0,0015x° + 0,0241x* - 0,1964x° + 0,7075x° + 0,4609x - 0,0116
r=0,9998

Figura 36 (b)

S1
y = 0,0011x% - 0,0302x° + 0,3156x" - 1,5518x° + 3,3422x" - 1,2442x - 0,0012
R?=0,9999

S2
y = -1E-04x° + 6E-05x° + 0,0349x" - 0,4002x° + 1,464x° - 0,3219x + 0,0001
r=0,99995

S3
y = 0,0001x° - 0,0047x° + 0,0656x" - 0,4532x + 1,4399x%° - 0,349x - 0,0013
r=1

S4

y = 4E-05x° - 0,0019%° + 0,0337x"* - 0,2816x° + 1,0718x° - 0,2937x - 0,0015
r=1
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Figura 36 (c)

S1

y = 0,0005x° - 0,0124x° + 0,1161x" - 0,4578x> + 0,4163x> + 1,8108x - 0,0017
r=0,9999

S2
y = 0,0002x° - 0,0064x° + 0,0857x* - 0,5219%> + 1,2239x° + 0,7514x + 0,0026
r=0,99995

S3
y = 0,0001x® - 0,0041x° + 0,0531x" - 0,3282x° + 0,7928x> + 1,0871x - 0,0023
r=1

S4
y = 0,0001x° - 0,0047x° + 0,061x* - 0,376x° + 0,9449x° + 0,8657x - 0,0059
r=0,99995

Figura 37 (a)

S1
y = 0,0005x° - 0,0141x° + 0,1546x" - 0,7965x> + 1,7477x% - 0,1732x + 0,0001
r=1

S2
y = 1E-06x° - 7E-05x° + 0,0015x" - 0,0139x° + 0,0463x%> + 0,3189x - 0,0085
r=0,99995

S3
y = 1E-06x° - BE-05x° + 0,0013x* - 0,0109x° + 0,0285x2 + 0,2514x - 0,0104
r=0,9998

S4

y = 2E-06x° - 9E-05x° + 0,0016x” - 0,0131x° + 0,0356x> + 0,1151x - 0,0032
r=0,9998
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Figura 37 (b)

S1
y = 0,005x° - 0,0986x° + 0,7334x* - 2,515x° + 3,5168x° + 0,1765x - 2E-08
r=1

S2
y = 0,002x° - 0,0416x° + 0,3434x"* - 1,3506x° + 2,2143x° + 0,6658x - 3E-08
r=1

S3
y = 7E-06x° - 0,0004x° + 0,0062x* - 0,0402x° - 0,0386x° + 1,7131x - 0,0596
r=0,9994

S4

y = 3E-06x° - 0,0001x° + 0,0021x* - 0,009x° - 0,0991x° + 1,385x - 0,0327
r=0,9997
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4.4. A cinética da fermentacao alcodlica em substrato de glicose

O experimento de cinética da fermentac&o alcoodlica foi delineado com
inoculo 10 células viaveis / mL, pH inicial 3,5, quatro niveis de concentracdo de
substrato (80, 120, 160 e 200 g/L de glicose) e temperatura de fermentacéo 38°C.
Estas variaveis foram selecionadas para este experimento de acordo com os
resultados do experimento anterior e por representarem as condicdes mais
proximas daquelas observadas nas fermentagdes industriais nas destilarias
brasileiras. O experimento foi conduzido em um delineamento de quatro ensaios
individuais, cada um correspondente a um nivel de concentragdo de substrato,

com quatro repeti¢coes para cada tratamento.

O resultado das variaveis determinadas esta apresentado nas figuras e

nas tabelas de forma a facilitar a discussao.

4.4.1. Rendimento, etanol no vinho, tempo de fermentagcao e viabilidade

celular

O rendimento da fermentacdo (Tabela 10) mostrou médias bastante
proximas para as concentracoes de 80, 120 e 160 g/L de glicose, respectivamente
de 80,70, 80,98 e 81,40%. Confirmando os resultados do experimento anterior, em
200 g/L o rendimento foi expressivamente menor, com uma média de 72,83%. A
diferenca de 8,20 unidades absolutas entre o rendimento em 200 g/L e a média
dos demais, foi proxima aquela de 7,21 unidades absolutas observada no
experimento anterior sobre o estudo dos fatores que afetam o comportamento da
fermentacao alcodlica em meio de glicose.

O tempo de fermentagao (final) foi 3, 4, 7 e 7 horas (Tabela 10), nas
concentracdes de 80, 120, 160 e 200 g/L de glicose, respectivamente. Os tempos
foram definidos com base nos resultados da cinética de liberacao de gas
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carbonico, formagdo de etanol e consumo de substrato (Figura 39). As
fermentagcbes, em 160 e 200 g/, foram 1 hora mais rapidas que as do
experimento anterior. Esses tempos foram utilizados no calculo das velocidades
médias ou produtividade. Em fermentagdes industriais, que operam com
concentracdo de acgucares totais proximas a 200 g/L e também préximas as outras
condicoes de fermentacdo experimentais, € comum observar tempo de

fermentacao de 8 horas.

O etanol no vinho (Figura 39 e Tabela A41 a 44) mostrou valores médios,
nos respectivos tempos de fermentagdo, de 4,13% (80 g/L), 6,08% (120 g/L),
8,44% (160 g/L) e 9,05% (200 g/L). Os resultados mostram que, em relacéo ao
experimento anterior, apenas em 200 g/L se pdde notar o inicio de inibicdo quando
o etanol no vinho atingiu aproximadamente 9,1%. Todavia, ha que se considerar
que os teores de etanol no vinho foram menores neste experimento, devido aos
rendimentos também menores (entre 2 a 5 unidades absolutas,
aproximadamente); este experimento permite verificar que a inibigdo inicia-se com
teores menores que 10,1% verificados no experimento anterior. Na Figura 39
também se observa que a partir do tempo tomado como término da fermentacdo e
até mais 3 horas de fermentacéo, o etanol no vinho aumentou 0,11, 0,185, 0,01,
0,56 unidades absolutas, respectivamente em 80, 120, 160 e 200 g/L de glicose;
com relacdo ao maior aumento em 200 g/L deve ser lembrado que o tempo de 7
horas foi aquele considerado de paralisacdo da fermentagdo e ndo de

esgotamento de substrato.

Em menores concentragtes de substrato 80 e 120 g ART / L com inoculo
de 10° células viaveis / mL a fermentacdo terminou entre 2 e 4 horas, com
excecdo ao substrato de melago de menor pureza. Neste substrato nas
concentragbes acima de 80 g ART / L o tempo excedeu esse intervalo por causa
de uma forte inibicdo, principalimente em 140 e 170 g ART / L. Este
comportamento deve ter sido a combinag&o entre a inibicdo a nivel de substrato e

as impurezas existentes no mosto de melaco (Tabela 5, Figura 37).
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Em fermentacdes com indculo de 10* células viaveis / mL, a fermentacéo
estende-se a tempos extremamente longos, que operacionalmente inviabiliza o
processo pela morosidade conduzida neste caso especifico.

As equacdes polinomiais das curvas representativas da evolugao de CO;
com o tempo de acordo com a concentragdo de substrato, mostram uma

correlacéo elevada entre as duas variaveis em todos os fatores avaliados.

O consumo de substrato esta diretamente proporcional a liberacao de gas
carbonico e a produgdo de etanol no decorrer da fermentag&o. Ou seja, existe um
paralelismo entre o CO, e etanol produzido em decorréncia ao consumo de
substrato durante a fermentacdo alcodlica. A Figura 39 mostra os picos de

formacgdo de CO; e etanol coincidindo com o esgotamento de substrato.

A viabilidade celular (Figura 40 e Tabela A66 a 69) mostrou-se
decrescente, com indicios de estabilizar-se ao final do tempo de fermentagao,
tendéncia esta observada até 160 g/L de glicose. Em 200 g/L essa tendéncia
mostrou-se retardada em cerca de 2 horas. A viabilidade inicial variou entre 79 a
85%, e desceu para 59% (queda de 29%) ao tempo de 3 horas, em 80 g/L; a 54%
(queda de 35%) em 4 horas, em 120 g/L; a 15% (queda de 82%) em 7 horas, em
160 g/L; e a 31% (queda de 61%) em 7 horas, em 200 g/L. A partir de 5 e 6 horas
de fermentacdo, os substratos com 80 e 120 g/L, respectivamente, mostraram
tendéncia de reduzir a taxa de mortalidade que foi similar para todos os substratos
até esses tempos. Os substratos com 160 e 200 g/L continuaram a mostrar
praticamente a mesma tendéncia de queda intensa da viabilidade, ap6s aqueles
tempos, o que resultou em valores de 1 e 11%, respectivamente. E necessario
lembrar que devido a elevada populacéo inicial de células de levedura, o numero
de células viaveis por mL, nos substratos de 80 a 200 g/L e nos respectivos
tempos de fermentacdo de cada um deles, foi de 4,60 x 10°, 3,3 x 108, 1,1 x 10°
e 1,9 x 10° (Tabela A70 a 73); em 160 g/L além da agdo do etanol formado em

proporcéo relativamente elevada, ocorreu o esgotamento do agticar do substrato,
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o que pode ter provocado maior dano a levedura. Assim, a fermentagao em curso
nao foi afetada, mas aquela queda expressiva na viabilidade certamente
comprometera o fermento para reutilizagdo em outra fermentacdo. As viabilidades
foram mais elevadas no experimento de fatores que afetam a fermentagao
alcodlica em meio de glicose, principalmente para 160 e 200 g/L de glicose, o que
pode ser atribuido a menor aeragdo no experimento da cinética da fermentacao
em substrato de glicose, onde o volume de mosto a fermentar era de 1,5 L contra
150 mL do anterior (Tabela 3 e 11).

Em todas concentragdes de substrato a viabilidade celular caiu no
decorrer da fermentagcao até os niveis insignificantes, podendo chegar até o valor
nulo no final da fermentacdo em substrato com 200 g ART por litro. Possivelmente
o efeito da temperatura elevada (38°C) associado ao efeito de etanol produzido,
contribuam para o decréscimo consideravel de seus valores (Figura 40).

O controle do pH do meio (Figura 40) em fermentacdo mostrou o rapido
aumento do mesmo, ficando perto de 3,7 a 3,8 nas duas primeiras horas, e com a
tendéncia de elevar-se pouco, mas continuamente, permanecendo entre 3,8 a 3,9
até o final das fermentacdes. A célula de levedura tem a capacidade de equilibrar
o pH do meio com o do seu meio interno através do sistema de troca iénica
controlado pela sua membrana celular e sempre bem proximo ao seu pH
fisiologico que € em torno de 4,5 (Jones et al., 1981; Gomes, 1988). O aumento do
pH também pode ser devido a morte de células, com deslocamento de citoplasma

para o meio e elevando seu poder tamp3o.




4.4.2. Acucar residual e glicerol

O teor de agticar residual (% p/v), Tabela 10 e Figura 39 no vinho
praticamente esgotou-se em 80, 120 e 160 g/L, com valores iguais ou inferiores a
0.1%, nos tempos de fermentag&o, confirmando o término por esgotamento de
substrato, com valores proximos a 0,006%. Em 200 g/L, a partir de 7 horas, o
decréscimo horario foi expressivamente menor, confimando a lentidao da
fermentacdo e a inibicdo da levedura, provocando o término da fermentacéo
quando ainda havia 2,15% de glicose residual.

O teor de glicerol (% p/v), Tabela 10 e Figura 40, no vinho, nos tempos de
fermentacdo, foi de 0,56% em 80 g/L, 0,74% em 120 g/L, 0,92% em 160 g/L, e
1,06% em 200 g/L. Em todos os tratamentos o teor de glicerol foi crescente nas
primeiras horas de fermentacao e praticamente estabilizando-se apos atingir 0s
valores citados, o que ocorreu, respectivamente, apos 2, 3, 4 e 4 horas. Nao foi
possivel observar um comportamento similar com outras variaveis para as
diversas concentragbes de substrato; a observacao das figuras mostra uma
tendéncia de dependéncia com o agucar residual, € mais especificamente com a
velocidade instantanea de consumo de glicose, parecendo que 0 crescimento do
glicerol ocorreu até velocidades minimas de cerca de 32 g/L/h, ou com a
velocidade especifica de formagdo de etanol, com a elevacao do glicerol

ocorrendo até velocidades minimas de cerca de 0,6 (Figura 42).

A producgéo de glicerol segue uma curva exponencial do inicio até o final
da fermentacdo assim como CO: e etanol. Os seus valores aumentam com O
aumento da concentracéo de substrato (Figura 40), havendo portanto uma relagao

molar definida entre a variagdo de suas concentragoes.
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4.4.3. Fermento amido (% p/v), fermento seco (% p/v) e matéria seca (%)

O teor de fermento umido % (Tabela A54 a 57) foi similar para as diversas
concentracdes de substrato, com média de 6,44% em 80 g/L, 6,65% em 120 g/L,
6,49% em 160 g/L, e 6.39% em 200 g/L. Esse teor manteve-se ao longo das
fermentagGes, mais ou menos constante. Portanto, ndo houve crescimento da

massa celular.

A matéria seca % (Tabela A58 a 61) do fermento também foi similar para
as diversas concentragdes de substrato, com média de 32,01% em 80 g/L, 32,23%
em 120 g/L, 33,33% em 160 g/L, e 34,56% em 200 g/L. A MS% no tempo zero
sempre apresentou valor, entre 3 a 7 unidades absolutas, menor que as
respectivas médias. Os valores de MS% mostraram a tendéncia de se apresentar
um pouco mais elevados nas primeiras horas de fermentagéo. E possivel que o
teor de matéria seca dos substratos tenham interferido elevando ligeiramente a
MS% do fermento, principalmente nas maiores concentracdes de glicose e nas
primeiras horas de fermentacdo quando os mesmos ainda eram mais altos; a

MS% dos fermentos, nas ultimas horas de fermentacao, foram bastante similares.

O teor de fermento seco % (Figura 39 e Tabela A62 a 65) acompanhou a
tendéncia geral dos dados de MS%, com média de 2,060%, 2,142%, 2,151% e
2200%, nas concentracdes de 80, 120, 160 e 200 g/L de dlicose,

respectivamente.
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4.4.4. Fator de conversao de substrato em produto - Yps

O Yps quando expresso em percentagem como etanol produzido na
fermentacédo em relacéo ao etanol tedrico obtido da glicose consumida, vem a ser
a eficiéncia da levedura, ou seja, significa a quantidade de agtcar consumido que
foi transformado em alcool. Uma eficiéncia de 100% da levedura equivale

estequiométricamente a producéo de 0,5111 g de etanol por grama de glicose.

Os resultados (Tabela 10 e Figura 40) revelam que em amostragens a
partir da 62 hora de fermentacdo, todas as concentragdes de substrato
apresentaram Yps bastante similares, variando entre 0,4121 a 0,4181, ou seja,
com eficiéncia da levedura entre 80,63 a 81,80%. Este resultado mostra que a
eficiéncia da levedura em transformar a glicose em etanol atinge valores similares,
independentemente da concentragdo do substrato, na faixa de 80 a 200 g/L de

glicose.

Nos periodos iniciais da fermentagdo é que se nota maior variagao e efeito

da concentracéo da glicose. Em 80 g/L foi de 0,4452 no tempo de 1 hora; em 120

g/L foi de 0,3628 e 0,3894 nos tempos 1 e 2, respectivamente; em 160 g/L foi de

0,3819 e 0,3884 nos tempos 1 e 2, respectivamente; em 200 g/L foi de 0,4089 e
4299 nos tempos de 1 e 2, respectivamente.

O fator de conversdo substrato em produto teve seu valor maximo de
0,445g de etanol/g de glicose consumida na concentracao de 80g/L de glicose.
Nas demais concentracdes de substrato o comportamento foi praticamente similar
e gira em tomo de 0,41g de etanol/g de glicose. A variagcdo notavel deste
parametro cinético aconteceu somente na primeira hora de fermentac&o, nos
tempos seguintes, praticamente os valores n&o variaram até o final da
fermentacdo, o que indica pouca agdo da variagéo da concentracao de substrato
sobre o comportamento da eficiéncia fermentativa por parte da levedura (Tabela
10 e Figura 40).
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4.4.5. Velocidade de formacao de etanol

A velocidade média de formacao de etanol (Figura 41; Tabela 10 e A78 a
81) atingiu 20,08 a 21,73 mL/L/h nas duas primeiras horas de fermentacdo em 80
a 160 g/L de glicose, indicando inibicdo pelo substrato em 200 g/L ao cair para
18,05 e 19,28 nos tempos 1 e 2, respectivamente. A média geral foi de 18,04,
19,09, 17,45 e 16,64 mL/L/h, respectivamente em 80, 120,160 e 200 g/L de

glicose.

A velocidade especifica média (Figura 41 e Tabela A86 a 89), na
concentracdo de 200 g/L também mostra menores valores iniciais do que os
demais substratos com menor teor de glicose; em 200 g/L foi de 0,6587 g/L/h/g de
células enquanto nos demais variou entre 0,7512 a 0,7886, confirmando a inibicdo
da levedura pela pressao osmotica do substrato.

A velocidade especifica (up) (Figura 42 e Tabela A100) atingiu picos
maximos de 0,834, 0,827, 0,727 e 0,659 mL/L/h/g de células, respectivamente,
nas concentracdes de 80 a 200 g/L.

A velocidade instantanea de formacgdo de etanol (VIFE) (Figura 42 e
Tabela A98) atingiu picos maximos de 24,25 2471, 21,85 e 19,64 mL/L/*
respectivamente, nas concentragdes de 80 a 200 g/L. Em 160 e 200 g/L a VIFE
subiu ja na primeira hora de fermentacdo a valores proximos ao patamar maximo,
enquanto em 80 e 120 g/L somente ap6s uma hora de fermentacao.
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4.4.6. Velocidade de consumo de substrato

A velocidade média de consumo de substrato (Figura 41; Tabela 10 e A82
a 85), mostrou comportamento e tendéncia similares a velocidade média de
formacdo de etanol e atingiu valores maximos de 39,38 , 44,70 , 43,90 e 35,43
g/L/h, respectivamente nas concentragdes de 80 a 200 g/L. As médias
considerando o tempo de fermentagdo foram, respectivamente, de 26,55, 29,98,
22,89 e 24,44 g/L/n.

A velocidade média especifica (Figura 41 e Tabela A90 a 93) atingiu 1,74,
2,07, 2,06 e 1,50 g/L/h/g de células, respectivamente, nas concentragoes de 80 a
200 g/L.

A velocidade instantanea (Figura 42 e Tabela A99) atingiu 49,85, 48,59 ,
4479 e 36,17 g/L/h/g de células, respectivamente, nas concentrages de 80 a 200

glL.

A velocidade especifica (us) (Figura 42 e Tabela A101) atingiu 2,173,
2.060, 2,023 e 1,538 g/L/h/g de células, respectivamente, nas concentragbes de
80a200g/lL.

4.4.7. Fator de conversio de substrato em células (Yus), velocidade
instantanea de crescimento celular e velocidade especifica de

crescimento celular

Essas variaveis ndo foram calculadas devido a nao ter havido crescimento

da massa celular, nos tratamentos com inéculo inicial 108
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4.4.8. Resumo

A velocidade instantanea € um parametro importante para o
acompanhamento do desenvolvimento da fermentacdo alcodlica. Permite a
constatacdo de pontos maximos € minimos durante a evolugdo do processo
fermentativo, o que vem a facilitar as previsdes e a tomada de decisdo quer seja
antes do inicio da fermentacdo como no decorrer da mesma. A Figura 42 mostra
as velocidades instantaneas e especificas de formacgcdo de etanol e consumo de
substrato. Podem ser observadas a variacdo da velocidade e a diferenca entre as
concentragdes de substrato. Em todas concentracoes de substrato tanto a
velocidade instantanea de formagao de etanol quanto a de consumo de substrato
atingiram valores maximos em 2 horas de fermentacdo, cujos valores sao 24,25,
2471, 21,85, 19,64 mL/L/h de etanol e 49,85, 48,59, 43,99 e 36,17 g/L/h de
glicose, respectivamente para as concentracdes de substrato de 80, 120, 160 e
200 g/L de glicose (Figura 42). O mesmo aconteceu com as velocidades
especificas, 0,834, 0,827, 0,727, 0,659 g etanol/g células e 2,17, 2,06, 1,85 e 1,54
g glicose/g células, respectivamente para 80, 120, 160 e 200 g/L de substrato. As
velocidades instantaneas e especificas mostram ser afetadas pela concentragao
de substrato, seus valores decrescem com o aumento da concentragdo de agucar,
o que justifica também o aumento crescente do tempo de fermentacio

proporcional a sua concentracao, obviamente.

Em meio sintético de glicose em todos os tratamentos houve a correlagédo
elevada entre o CO, produzido com etanol produzido e ART consumida. A
correlacdo entre CO, e etanol mostra-se maior quando comparado com CO2 e
ART. Este comportamento deve-se a existéncia de outras vias consideradas
desvios de fermentacdo, como da producado de glicerol, acidos organicos e alcoois
superiores. A producdo destes compostos causa a reducdo no rendimento da
fermentacdo alcodlica. Ao estimar o etanol e ART através do CO2 produzido, a
margem de erro € bem pequena por ter o coeficiente de correlacdo quase igual a

unidade, como mostra a Figura 43.
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Na Figura 41 observa-se que todas as velocidades meédias de formacao
de etanol e consumo de substrato, e especificas, obtiveram seu pico maximo
praticamente na primeira hora de fermentacdo seguida de queda gradual e
sucessiva até o final da fermentacdo, o que implica em uma fermentacdo mais
intensiva logo na primeira hora, quando se inicia a batelada com inoculo grande
(10° células viaveis / mL) em condigdes de pH 3,5 e 38°C. Esta tendéncia foi
constatada em todos niveis de substrato estudados. A produtividade maxima de
etanol foi de 20,30, 21,73, 21,25 e 19,28 mL/L/h, respectivamente para as
concentragdes de substrato de 80, 120, 160 e 200 g/L de glicose. As
correspondentes produtividades de consumo de substrato foram 39,39, 44,70,
43 90 e 35,43, respectivamente. O efeito da concentracdo de substrato parece nao
interferir na produtividade da formagdo de etanol nestas condigdes. As
velocidades especificas maximas de formagao de etanol foram 0,772, 0,751, 0,789
e 0,659 g etanol / g de células , respectivamente para 80, 120, 160 e 200 g/L de
glicose. As correspondentes velocidades médias especificas maximas de
consumo de substrato foram 1,738, 2,07, 2,065 e 1,613 g glicose / g de células.
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Tabela 10 — Médias e resultados estatisticos da fermentagdo aicodlica em substrato de glicose,
com inéculo alto (10° células viaveis / mL), pH 3,5 e 38°C.

Substrato (g glicose / L) Regressao
80 120 160 200 r
Rendimento (%) 80,70 a 80,98 a 8140 a 7283 b 0,958 ***
Etanol (% vA) 421 d 6,29 c 845 b 941 a 0,998 ***
A Rres (% piv) 0,006 b 0,006 b 0,005 b 215 a 0,966
Glicerol (% p/v) 0,569 d 0,782 ¢ 0,934 b 1,085 a 0,996 =
Y s 0,4127 a 0,4141a 0,4162 a 0,4170 a ns
Y ws = - = = 5
VMFE (mL/L/h) 13,75 b 15,20 a 12,06 ¢ 1293 ¢ < 0,80 ***
VMCC (g/L/h) - - - - -
VMCS (g/L/h) 26,55 b 29,98 a 2289 d 2444 c < 0,80 **
Tempo (h) 3 4 7 7 -

Tabela 11 - Meédias de viabilidade celular (%) e de células viaveis de levedura no final da
fermentacao.

Tratamentos Viabilidade Células

Viaveis
g glicose / L (%) (cel/mL)
80 48 3,55x 10°
120 29 1,98 x 10°
160 1,18 1,50 x 10
200 11 7.50 x 10°
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4.4.9. Correlagio entre o CO; liberado, etanol produzido e consumo de

substrato durante a fermentacgao alcoélica

Existe uma correlagéo elevada entre CO; liberado durante a fermentacao
com etanol produzido e glicose consumida em todas as concentragbes de
substrato como mostra a Figura 43. A constatacdo da correlagéo entre valores
obtidos das variaveis durante a fermentagdo, confirma a veracidade das
estimativas de calculo efetuadas com gas carbdnico no capitulo anterior, itens
432,433e434.
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Figura 43 — Correlagdo entre a cinética da evolugdo de CO, com a cinética da producao de etanol
e consumo de glicose durante a fermentacéo alcodlica, conduzida em substratos com
80, 120, 160 e 200g / L de glicose, nas condigdes de inéculo de 10° células viaveis /
mL, pH inicial 3,50 e 38°C.
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5. CONCLUSOES

As seguintes conclusbées poderam ser obtidas:

5.1. Fermentag¢do em substrato de glicose

Dentre os fatores estudados em condicdes de inoculo 10® células viaveis / mL,
o pH inicial do substrato mostrou influéncia no metabolismo da levedura. Em
pH 3,5 a eficiéncia (Yps) da levedura e o rendimento foram maiores que em pH
5,0, na fermentagdo, embora com producéo de glicerol cerca de 5 a 6 vezes
superior. Com o indculo de 10* células viaveis / mL a eficiéncia da levedura e o
rendimento também foram mais elevados em pH 3,5, enquanto que a producgdo

de glicerol foi alterada em fungdo do pH.

A temperatura de 38°C, sob inéculo 10® cel / mL, nas concentracdes de
substrato de 120 e 160 g glicose / L, em pH 3,5 e 5,0 a velocidade média de
formacé&o de etanol (e a velocidade de consumo de substrato) foi maior que a
32°C. Nas concentragdes de 80 e 200 g glicose / L as velocidades foram
similares. Ao contrario, no inéculo 10% cel / mL e sob pH 50 e 32°C as
velocidades médias de formagdo de etanol e de crescimento celular foram

maiores.

Em pH 50 o consumo de substrato ocorreu de tal forma que no vinho,
praticamente n&o havia agucar residual. Em pH 3,5 o teor de agucar residual
comecou a crescer em 160 g glicose / L e chegou ao redor de 2%, quando

empregou-se 200 g/L sob temperatura de fermentacéo de 38°C.

Sob inéculo de 108 cel / mL e em pH 3,5, o rendimento da fermentacao foi
menor que sob inéculo de 10% cel / mL, com reducdes absolutos de 2,4, 6,25 e
4,75% nas concentracdes de 80, 120 e 160 g / L, respectivamente. Em 200 g /
L essa reducdo chegou a 10,75%, mostrando forte inibicdo da fermentacéo.
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Em pH 50 o rendimento ndao mostrou essa redugdo em fungdo da
concentragdo de substrato.

Sob inéculo de 10° cel / mL, a ocorréncia de dois fatores adversos
(concentragao de substrato de 200 g / L e pH 3,5) foi suficiente para causar
uma diminuicdo de 7,9 pontos percentuais absolutos no rendimento da
fermentacdo em relacdo a pH 5,0. Com inéculo de 10% cel / mL o rendimento
foi reduzido em 10,5 pontos percentuais, porem mediante a conjugacdo de trés
fatores adversos: substrato de 200 g / L, pH 3,5 e temperatura de 38°C. O
crescimento celular que se registrou com inéculo de 10* cel / mL é atribuido o
efeito diferencial entre esses dois tratamentos, causando menor efeito negativo
em pH 3,5.

Inéculos de 10* cel / mL conduzem a fermentagdes de 20 a 44 horas, sob
concentracoes de substrato de 80 a 200 g glicose / L. Ao contrario indculos de

108 cel / mL fermentam em 3 a 8 horas.

Sob condicdes de indculo com 10® cel / mL a viabilidade celular da levedura
diminui a 38°C, ainda que o numero de células viaveis se mantenha em 10°
células viaveis / mL. Sob inéculo de 10% cel / mL e pH 3,5 a viabilidade atingiu
zero. Em pH 5,0 a viabilidade manteve-se elevada, nas concentragoes de 80,
120 e 160 g glicose / L, porém diminuiu drasticamente com 200 g/ L e 38°C.



5.2. Fermentacao alcodlica em diferentes substratos

- Em substrato de sacarose — sacarose pura e xarope industrial ndo ocorreu, tal
como em glicose, a drastica inibicdo em 200 g ART / L, pH 3,5 e 38°C, sob
inoculo de 10% cel / mL. A inibicdo em substrato de sacarose pode ter
comportamento diferente daquele de glicose, pela influéncia da reacdo de

inversao.

- Em substrato de xarope industrial o rendimento da fermentacdo foi sendo
reduzido com o aumento da concentracdo em ART e também em relacao ao
substrato com sacarose pura, 0 que € atribuido a presenca de nutrientes

naturais da cana no xarope favorecendo crescimento celular.

- O agucar residual nas fermentagbes com substrato de sacarose — sacarose
pura e xarope industrial — mostrou teores mais elevados que em substrato de
glicose, todavia a maior eficiencia da levedura naqueles substratos resultou em

rendimentos bem mais elevados que em glicose.

- O substrato de xarope industrial propiciou maior crescimento celular, nos
substratos mais diluidos, de 80 e 120 g ART / L.

- Em substratos de mel final a fermentacgao foi inibida cerca de 10% em 110 e
140 g ART / L em mel final de pureza 69; em 170 g ART / L € severamente
inibida (cerca de 37%). Em mel final de pureza 60 a inibicdo foi maior,
atingindo 36, 67 e 92% nos substratos com 110, 140 e 170 g ART / L, em
relagdo ao de 80 g ART / L. Assim, o uso de mel final como substrato em

experimentos deve ser criteriosamente e adequado aos objetivos.

- Em substrato de glicose, sacarose pura, xarope industrial, mel final de pureza
69 e 60, o CO- liberado pode ser utilizado para a estimativa quantitativa dos

teores de etanol produzido e ART consumido, por meio de equagao de




regressao linear que deve ser determinada para as condigdes de composic¢ao e
matérias primas dos mostos preparados. Para substrato de glicose, com

inoculo de 10* cel / mL também pode ser quantificado pelo CO;, liberado.

A cinética de liberac&o de CO- (horéria) mostra-se uma ferramenta adequada
para determinar o final da fermentacgao, seja por esgotamento de substrato ou
pela inibicdo da levedura, obtendo-se assim o tempo de fermentaco
importante para diferenciagdo de linhagens de levedura e de tratamentos

experimentais, quanto a sua produtividade.

Em substrato de glicose a cinética horéria de liberacdo de CO,, producio de
etanol, consumo de substrato e de crescimento celular, apresentaram
equagdes com correlagbes bastante elevadas. As correlagbes existentes
permitem fazer estimativas de qualquer uma das variaveis na unidade de

tempo com pouca margem de erro.
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7. ANEXOS (DADOS ORIGINAIS)

7.1. A cinética de liberagao de CO, na fermentacgio alcodlica

7.2. Fatores que afetam o comportamento da fermentacao alcodlica em meio
de glicose

7.2.1. Fermentacdo alcodlica com indculo de 108 células viaveis / mL

7.2.2. Fermentacéo alcodlica com indculo de 10* células viaveis / mL
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Tabela A1 — Resultados da cinética de liberagdo de CO, (g/100mL de vinho) durante a
fermentacdo alcodlica com pH inicial 3,50 e inoculo de 3,72 x 10° células viaveis /
mL (média) com 90% de viabilidade, em fungdo da concentracao de substrato e
temperatura, em meio sintético de glicose.

Tratamentos 1h 2h 3h 4 h 5h 6h 7h 8h
g CO,/100mL
0,760 1,450 1,210 0,150 0,050 0,030 0,020 0,030
0,790 1,500 1,150 0,130 0,050 0,030 0,020 0,030
0,780 1,490 1,190 0,140 0,060 0,030 0,030 0,030
S1T1 0,790 1,470 1,170 0,130 0,060 0,030 0,020 0,030
Media 0,780 1,478 1,180 0,138 0,055 0,030 0,023 0,030
1,030 1,780 0,700 0,070 0,050 0,030 0,020 0,030
1,050 1,810 0,650 0,100 0,040 0,030 0,030 0,030
1,030 1,790 0,690 0,080 0,050 0,020 0,020 0,020
S1T2 1,110 1,810 0,590 0,080 0,040 0,020 0,020 0,030
Media 1,055 1,798 0,658 0,083 0,045 0,025 0,023 0,028
0,610 1,280 1,630 1,160 0,350 0,150 0,060 0,030
0,710 1,470 1,690 1,110 0,290 0,080 0,050 0,030
0,670 1,390 1,700 1,130 0,380 0,080 0,050 0,030
S2T1 0,730 1,450 1,710 1,110 0,320 0,080 0,030 0,040
Meédia 0,680 1,398 1,683 1,128 0,335 0,103 0,048 0,033
0,980 1,870 1,660 0,730 0,180 0,070 0,030 0,020
0,910 1,730 1,670 0,830 0,230 0,060 0,040 0,030
0,940 1,730 1,630 0,800 0,210 0,070 0,040 0,030
S2T2 1,070 1,870 1,630 0,660 0,160 0,060 0,030 0,030
Media 0,578 1,800 1,648 0,755 0,185 0,085 0,035 0,028
0,590 1,160 1,360 1,260 1,120 0,890 0,610 0,320
0560 1,150 1,370 1,290 1,130 0,920 0,610 0,280
0560 1,120 1,360 1,260 1,130 0,910 0,620 0,340
S3T1 0,570 1,160 1,350 1,280 1,130 0,930 0,620 0,310
Meédia 0,570 1,148 1,360 1,273 1,128 0,813 0,615 0,313
0,830 1,490 1,530 1,220 0,940 0,640 0,430 0,230
0,720 1,410 1,530 1,280 1,040 0,680 0,430 0,250
0,780 1,420 1,560 1,270 1,010 0,680 0,460 0,270
S3T2 0,800 1,470 1,510 1,250 0,960 0,670 0,420 0,260
Média 0,783 1,448 1,533 1,255 0,988 0,668 0,435 0,253
0,890 1,560 1,390 1,280 1,040 0,830 0,650 0,380
0,930 1,600 1,390 1,290 1,030 0,820 0,630 0,330
0,960 1,610 1,400 1,290 1,010 0,840 0,610 0,330
S4T1 0,950 1,590 1,400 1,270 1,020 0,830 0,620 0,340
Media 0,833 1,580 1,395 1,283 1,025 0,830 0,628 0,345
1,200 1,890 1,410 1,230 0,830 0,770 0,620 0,480
1,130 1,870 1,450 1,230 0,940 0,710 0,590 0,440
1,130 1,850 1,440 1,210 0,910 0,710 0,590 0,450
S4T2 1,210 1,910 1,430 1,210 0,930 0,730 0,630 0,470
Media 1,168 1,880 1,433 1,220 0,928 0,730 0,608 0,460

S1 - 80gART/L: S2 - 120gARTI/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L. T1 - 32°C; T2 - 38°C.
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Tabela A2 — Resultados de varaveis analisadas no vinho, no final de fermentagao, com pH inicial 3,50 e inoculo de 3,72 x
10° células vidveis / mL (média) com 90% de viabilidade, em fungdo da concentragdo de substrato e
temperatura, em meio sintético de glicose.

Tratamentos pH do Vinho Fermento Etanol Rendimento Agucar Glicerol Viabilidade Celulas
Umido Seco  Matéria da Residual Celular Viaveis
Seca Fermentacao

(g/100mL) (%)  (%Bviv) (%) {g/100mL) {%) {celimL)
3,18 9,50 225 2364 450 87 0,00510 0,55 69 2,76x10°

3,20 9,70 2,30 2373 4,50 87 0,00510 0,54

3,18 9,90 228 2308 450 87 0,00490 0,57
S1T1 3,18 9,80 2,30 2343 4,44 86 0,00530 0,55 71 4,40 x10°
Média 3,19 9,73 228 2347 4,49 87 0,00510 0,55 70  3,58x10°
3,29 9,00 220 24,40 452 87 0,00530 0,53 53 268x10°

3,27 9,50 231 2433 442 85 0,00530 0,50

327 9,20 223 2429 442 85 0,00490 0,56
S1T2 3,27 9,30 225 2414 440 85 0,00560 0,57 58 368x10°
Média 3,28 8,25 225 2429 444 86 0,00528 0,54 56  3,18x10°
3,08 8,30 225 27,06 6,48 83 0,00680 0,69 38 1,80 x 10°

3,00 9,20 243 26,45 6,54 84 0,00680 0,71

3,09 9,00 241 26,82 6,58 84 0,00690 0,78
S2T1 3,09 9,20 245 2667 6,52 84 0,00690 0,75 53  3,36x10°
Média 3,07 8,93 239 2675 6,53 84 0,00685 0,73 46 2,58 x10°
3,27 8,70 237 27,29 648 83 0,00760 0,71 22 1,48 x 10°

3,23 8,70 2,36 27,13 6,48 83 0,00790 0,72

3,26 8,70 234 2691 6,52 84 0,00800 0,72
S2T2 3,26 9,00 2,40 26,71 6,44 83 0,00830 0,74 34 1,58 x 10°
Média 3,26 8,78 237 27,01 6,48 83 0,00795 0,73 28 1,53 x 10°
3,14 9,00 261 2899 874 84 0,00850 0,86 33  1,80x10°

3,17 9,00 258 2865 8,76 84 0,00880 0,85

3,15 9,00 259 2875 874 84 0,00880 0,79
S3T1 3,16 8,90 255 28,66 8,76 84 0,00910 0,88 39 212x10°
Média 3,16 8,98 258 2876 875 84 0,00880 0,85 36 1,96 x 10°
3,46 7,90 2,31 29,30 8,78 84 0,00980 0,81 24  1,60x10°

3,37 8,30 241 29,07 872 83 0,01000 0,84

3,38 8,20 2,39 29,20 868 83 0,00960 0,80
8372 3,42 8,10 236 29,16 874 84 0,00970 0,85 24 1,08 x 10°
Média 3,41 8,13 2,37 29,18 8,73 84 0,00978 0,83 24 1,34 x 10°
3,06 9,40 2,75 29,22 10,08 77 2,07990 0,99 47 1,84 x 10°

3,06 9,60 2,82 29,37 10,12 77 261420 1,02

3,02 9,70 285 29,40 10,14 77 2,03040 1,05
S4T1 3,02 9,40 2,79 2964 10,16 77 1,74100 1,09 52  3,36x10°
Média 3,04 9,53 2,80 29,41 1013 77 2,11640 1,04 50 260x10°
3,29 8,70 261 29,97 1026 78 2,08320 0,97 42 1,24x10°

3,27 9,10 270 29,64 10,18 77 1,84840 1,01

3,28 9,00 269 29,93 10,20 78 3,05000 1,02
S4T2 3,28 8,80 264 2998 10,12 77 1,79160 0,97 44  232x10°
Média 3,28 8,90 266 29,88 10,19 78 2,19610 0,99 43 1,78 x 10°

S1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L. T1 - 32°C; T2 - 38°C.
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Tabela A3 — Resultados de parametros cinéticos no vinho, no final de fermentagéo, com pH inicial
3,50 e inoculo de 3,72 x 10° células viaveis / mL (média) com 90% de viabilidade, em
funcdo da concentragdo de substrato e temperatura, em meio sintético de glicose.

Tratamentos Fator de Velocidade Média Velocidade Media

Conversao de Formacao de Consumo
de Substrato de de
em Produto Etanol Substrato
(Yes) {mL/L/h) {g/Lh)
0,44538 15,000 26,583
0,44538 15,000 26,583
0,44537 15,000 26,584
S1T1 0,43945 14,800 26,582
Média 0,44439 14,967 26,583
0,44737 15,067 26,582
0,43747 14,733 26,582
0,43745 14,733 26,584
8172 0,43551 14,667 26,581
Méeédia 0,43945 14,800 26,582
0,42434 12,960 24,106
0,42827 13,080 24,106
0,43089 13,160 24,106
S2T1 0,42696 13,040 24,106
Media 0,42762 13,060 24 106
0,42437 12,960 24,105
0,42438 12,960 24 104
0,42700 13,040 24,104
8272 0,42177 12,880 24,103
Média 0 42438 12,960 24 104
0,42764 10,925 20,164
0,42863 10,950 20,164
0,42765 10,925 20,164
S3T1 0,42863 10,950 20,164
Média 0.42814 10,938 20164
0,42963 10,975 20,163
0,42670 10,900 20,163
0,42473 10,850 20,163
S3T2 0,42767 10,925 20,163
Media 0,42718 10,913 20,163
0.43667 12,600 22,775
0,45165 12,650 22,107
0,43808 12,675 22,837
S4T1 0,43210 12,700 23,199
Media 0,43972 12,663 22,730
0,44479 12,825 22,759
0,43549 12,725 23,063
0,46672 12,750 21,563
S4T2 0,43157 12,650 23,136
Média 0,44427 12,738 22,630

S1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L: S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L. T1 - 32°C; T2 - 38°C.
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Tabela A4 — Resultados da cinética de liberagdo de CO, (g/100mL de vinho) durante a
fermentagao alcodlica com pH inicial 5,0 e indculo de 7,32 x 10° células viaveis / mL
(média) com 88% de viabilidade, em fungdo da concentragdo de substrato e

temperatura, em meio sintético de glicose.

Tratamentos 1h 2h 3h 4 h 5h 6h 7h 8h
g CO2/100mL
1,840 1,653 0,067 0,040 0,033 0,027 0,027 0,020
1,907 1,650 0,060 0,060 0,027 0,020 0,027 0,027
1,927 1,533 0,067 0,053 0,033 0,020 0,033 0,020
S1T1 1,900 1,473 0,067 0,040 0,027 0,033 0,020 0,020
Media 1,854 1,577 0,065 0,048 0,030 0,025 0,027 0,022
2,187 1,213 0,060 0,047 0,033 0,027 0,027 0,027
2,187 1,200 0,060 0,040 0,047 0,027 0,020 0,020
2,200 1,187 0,060 0,033 0,033 0,033 0,020 0,020
S1T2 2,227 1,187 0,060 0,033 0,027 0,027 0,027 0,027
Média 2,200 1,197 0,060 0,038 0.035 0,029 0,024 0,024
1,160 1,627 1,653 0,740 0,153 0,053 0,040 0,033
1,180 1,647 1,680 0,680 0,113 0,053 0,040 0,033
1,147 1,607 1,687 0,733 0,133 0,047 0,040 0,033
S2T1 1,153 1,613 1,667 0,753 0,127 0,053 0,040 0,033
Media 1,160 1,624 1,672 0,727 0,132 0,052 0,040 0,033
1,467 1,940 1,567 0,287 0,067 0,047 0,040 0,040
1,420 1,920 1,640 0,287 0,080 0,033 0,033 0,033
1,427 1,940 1,600 0,293 0,087 0,040 0,033 0,040
8272 1,453 1,940 1,547 0,253 0,067 0,033 0,033 0,033
Media 1,442 1,935 1,589 0,280 0,075 0,038 0,035 0,037
2,027 1,253 1,667 1,367 0,440 0,130 0,060 0,013
2,293 1,380 1,733 1,347 0,440 0,120 0,053 0,013
2,213 1,347 1,720 1,347 0,440 0,120 0,053 0,013
S3T1 2,233 1,347 1,720 1,347 0,420 0,113 0,047 0,013
Media 2,192 1,332 1,710 1,352 0,435 0,121 0,053 0,013
2,827 1,487 1,733 1,060 0,207 0,080 0,047 0,033
2600 1,513 1,713 1,127 0,227 0,080 0,040 0,033
2,627 1,487 1,700 1,073 0,180 0,080 0,033 0,027
S3T2 2,720 1473 1,693 1,060 0,200 0,087 0,040 0,033
Media 2,694 1,480 1,710 1,080 0,204 0,082 0,040 0,032
0,733 1,453 1,640 1,553 1,240 1,020 0,493 0,340
0,747 1,427 1,633 1,507 1,253 0,980 0,453 0,393
0,767 1,453 1,640 1,500 1,280 1,007 0,473 0,360
S4T1 0,787 1,467 1,653 1,487 1,273 1,013 0,467 0,347
Meédia 0,758 1,450 1,642 1,512 1,262 1,005 0,472 0,360
0,907 1,740 1,840 1,520 1,193 0,967 0,780 0,453
0,933 1,720 1,847 1,493 1,227 0,993 0,787 0,473
1,000 1,767 1,813 1,487 1,187 0,980 0,753 0,440
S4T72 1,007 1,767 1,827 1,460 1,220 0,973 0,767 0,447
Meédia 0,962 1,749 1,832 1,480 1,207 0,978 0,772 0,453

S1 - 80gARTI/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L. T1 - 32°C; T2 - 38°C.
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Tabela AS — Resultados de varaveis analisadas no vinho, no final de fermentagao, com pH inicial 5,0 e inéculo de 7.32 x 10
células viaveis / mL (média) com 88% de viabilidade, em fungdo da concentracdo de substrato e temperatura,
em meio sintético de glicose.

Tratamentos  pH do Vinho Fermento Etanol Rendimento Acticar Glicerol Viabilidade Células
Materna da Residual Celular Viaveis
Umido Seco Seca Fermentac3o

{g/100mL) (%) (% viv) (%) (g/100mL) (%) {celimL)
3,62 11,20 2,49 2227 4,30 83 0,00759 0,1185 84 572x10°

3,69 11,30 2,49 22,00 4,44 86 0,00731 0,1057

3,66 11,40 2,49 21,87 4,32 83 0,00732 0,1062
S1T1 3,65 11,30 2,49 2200 436 84 0,00737 0,0967 80 5,92 x 10°
Média 3,66 11,30 2,49 22,04 436 84 0,00740 0,1068 82 5,82x10°
3,77 11,20 2,47 22,08 4,34 84 0,00729 0,1049 89 5,08 x 10°

3,79 11,40 2,50 21,90 4,42 85 0,00685 0,0964

3,77 11,20 2,47 22,06 4,38 85 0,00699 0,1042
S1T2 3,78 1120 2,49 2223 4,32 83 0,00695 0,1228 85 588 x 10°
Média 3,78 11,25 2,48 22,07 4,37 84 0,00702 0,1071 87 5,48 x 10°
3,52 10,50 2,58 2456 6,36 82 0,00883 0,1288 63 3,44 x 10°

3,53 10,50 2,54 2422 6,42 83 0,00823 0,1183

3,55 10,60 2,56 24,11 6,30 81 0,00857 0,1205
S2T1 3,52 10,80 2,58 2392 6,28 81 0,00891 0,1049 62 428x10°
Média 3,53 10,60 2,57 2420 6,34 82 0,00864 0,1181 63 3,86 x 10°
3,92 8,40 2,18 2596 6,28 81 0,00918 0,1249 27 1,92x 10°

3,90 8,60 222 2580 6,24 80 0,00857 0,1248

3,91 8,50 221 2603 622 80 0,00900 0,1222
S2T2 3,92 8,60 225 26,12 6,32 81 0,00989 0,1520 24 2,24x10°
Média 3,91 8,53 222 2598 627 81 0,00916 0,1310 26 2.08x10°
344 9,80 265 27,04 828 80 0,01061 0,1583 63 4,48 x 10°

3,48 10,70 2,90 27,06 8,48 82 0,01082 0,1466

3,50 10,80 2,92 27,05 8,48 82 0,01144 0,1588
S3T1 3,41 11,00 329 2994 8,44 81 0,01085 0,1446 70 7,76 x 10°
Média 3,46 1058 2,04 2777 842 81 0,01093 0,1521 67 6,12x 10°
3,83 8,80 242 2747 8,44 81 0,01187 0,1520 41 3,08 x 10°

3,78 9,00 2,52 2798 844 81 0,01107 0,1547

3,83 8,80 245 2785 8,40 81 0,01059 0,1391
S3T2 3,80 8,80 245 27,83 8,44 81 0,01107 0,1489 43 2,76 x 10°
Média 3,81 8,85 246 27,78 8,43 81 0,01115 0,1487 42 2,92 x 10°
3,51 10,10 2,94 29,09 10,90 84 0,01175 0,1670 69 6,04 x 10°

3,48 1020 2,95 2895 11,04 85 0,01193 0,1610

3,48 10,00 2,91 29,12 10,96 85 0,01229 0,1650
S4T1 3,49 10,20 2,97 29,14 11,02 85 0,01171 0,1586 59 3,56 x 10°
Média 3,49 10,13 2,95 28,08 10,98 85 0,01192 0,1628 64 4,8x 10°
3,80 8,90 245 2756 11,14 86 0,01156 0,1583 38 3,12x 10°

3,79 8,50 2,40 2825 10,98 85 0,01147 0,1595

3,77 8,80 2,46 27,99 11,10 86 0,01206 0,1562
S4T2 3,77 8,90 2,48 27,85 10,98 85 0,01188 0,1507 44 3,64 x 10°
Média 3,78 8,78 245 2791 11,05 86 0,01174 0,1562 41 3,38x10°

S1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gARTI/L; S4 - 200gART/L. T1 - 32°C; T2 - 38°C.
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Tabela A6 — Resultados de parametros cinéticos no vinho, no final de fermentacao, com pH inicial
5,0 e indculo de 7,32 x 10° células viaveis / mL (média) com 88% de viabilidade, em
fungao da concentracao de substrato e temperatura, em meio sintético de glicose.

Tratamentos Fator de Velocidade Media  Velocidade Meadia
Cor a de F ca de Consumo
Substrato de de
em Produto Etanol Substrato
{Yes) (mL/L/h) (g/Lih)
0,42518 21,500 39,912
0,43901 22,200 39,913
0,42715 21,600 39,913
S1T1 0,43110 21,800 39,913
Média 0,43111 21,800 38,013
0,42912 21,700 39,914
0,43701 22,100 39,916
0,43306 21,900 39,915
S1T2 0,42713 21,600 39,915
Média 0,43207 21,850 39,915
0,41109 12,720 24,422
0,41495 12,840 24 424
0,40721 12,600 24 423
S2T1 0,40593 12,560 24,422
Média 0,40980 12,680 24,423
0,40594 15,700 30,527
0,40333 15,600 30,529
0,40205 15,550 30,528
S2T2 0,40854 15,800 30,525
Media 0,40529 15,675 30,527
0,40418 13,800 26,949
0,41395 14,133 26,949
0,41397 14,133 26,948
S3T1 0,41200 14,067 26,949
Média 0,41103 14,033 26,948
0,41203 16,880 32,336
0,41201 16,880 32,338
0,41004 16,800 32,339
S3T2 0,41201 16,880 32,338
Média 0,41152 16,860 32,338
0,42427 13,625 25,348
0,42972 13,800 25,348
0,42661 13,700 25,347
S4T1 0,42894 13,775 25,348
Média 0,42738 13,725 25,348
0,43360 13,925 25,348
0,42737 13,725 25,348
0,43206 13,875 25,347
S4T2 0,42738 13,725 25,348
Meédia 0,43010 13,813 25,348

S1 - 80gARTIL; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L. T1 - 32°C; T2 - 38°C
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Tabela A7 — Resultados da cinética de liberagao de CO- (g/100mL de vinho) durante a fermentagdo alcoédlica com pH inicial
3,50 e inéculo de 5,12 x 10° células viaveis / mL (média) com 90% de viabilidade, em fungdo da concentragao

de substrato e temperatura, em meio sintético de glicose.

Tratamentos 14h 15h 16h 17h 18h 19h 20h 21h 2h 23h 24h 25h 26h 27h 31h 38h 49h
g CO2/100mL
0,900 0,390 0,570 0,620 0,550 0,430 0,130 0,050 0,030 0,020
0,920 0,420 0,550 0,630 0,580 0,430 0,120 0,050 0,020 0,020
0,870 0,410 0,550 0,610 0,570 0,470 0,140 0,060 0,013 0,030
S1T1 0,890 0,400 0,540 0,620 0,570 0,480 0,150 0,050 0,030 0,020
Media 0,885 0,408 0,553 0,620 0,568 0,453 0,135 0,053 0,023 0,023
1,090 0,420 0,540 0,550 0,500 0,430 0,180 0,050 0,030 0,013
1.110 0,410 0,550 0,550 0.520 0,430 0,160 0,050 0,030 0,020
1,090 0,390 0,560 0,530 0,510 0,430 0,220 0,060 0,030 0,020
51T2 1,070 0,410 0,530 0,550 0,510 0,430 0,200 0,050 0,030 0013
Media 1,090 0,408 0,545 0,545 0,510 0,430 0,190 0,053 0,030 0017
0,670 0,410 0,500 0,590 0,610 0,560 0,480 0,430 0,390 0,380 0,340 0,130 0,060 0,020
0,640 0,410 0,480 0,590 0,620 0,570 0,470 0,450 0,430 0,370 0,350 0,160 0,050 0,013
0,670 0,390 0,510 0,590 0,620 0,560 0,490 0,440 0,410 0,390 0,360 0,150 0,050 0,020
S2T1 0,680 0,350 0,520 0,590 0,610 0,570 0,490 0,450 0,400 0,400 0,360 0,190 0,050 0,030
Média 0,665 0,380 0,503 0,580 0615 0,565 0,483 0.443 0,408 0,388 0,353 0,158 0,053 0,021
0,800 0,370 0,470 0,530 0,540 0,500 0,470 0,420 0330 0,350 0,300 0,270 0,200 0,150
0,890 0,430 0,500 0,560 0,530 0,530 0,460 0430 0,410 0,320 0,300 0,230 0,160 0,070
0,290 0,440 0,520 0,540 0,580 0,500 0,470 0,430 0,430 0,320 0,300 0,230 0,190 0,080
S2T2 0,830 0,430 0,480 0550 0,550 0,500 0,490 0,440 0390 0,350 0,290 0,250 0,180 0,090
Media 0,853 0418 0,453 0,545 0,545 0,508 0,473 0,430 0,403 0,335 0,298 0,245 0,183 0,100
0,530 0,210 0,430 0,520 0,590 0,590 0,540 0,450 0450 0410 0410 0,380 0,370 0,350 1,150 0,160
0,540 0,320 0,420 0,510 0.580 0,630 0,530 0,470 0450 0430 0420 0,390 0,390 0,340 1,150 0,160
0,480 0,270 0,440 0,490 0,590 0,610 0,550 0,450 0,430 0,430 0410 0,380 0,370 0,340 1,230 0,190
S3T1 0,490 0,310 0,440 0,500 0,590 0,610 0,530 0,470 0,480 0,440 0,400 0,380 0400 0,330 1,210 0,170
Media 0,510 0,303 0,433 0,505 0,590 0,610 0538 0,460 0,453 0,428 0,410 0,388 0,383 0,340 1,185 0,170
0,610 0,290 0,400 0450 0,520 0,520 0,530 0,450 0,440 0,350 0,390 0,330 0,320 0,270 0,930 0510
0,650 0,370 0,470 0,540 0,570 0,550 0,500 0,450 0,430 0,390 0,350 0,310 0,290 0,270 0,970 0570
0,750 0,370 0,500 0,540 0,600 0,590 0,490 0,490 0430 0,380 0350 0,360 0,300 0,270 1,000 0,670
8312 0,580 0,350 0,460 0,510 0,560 0,540 0,510 0,450 0430 0,400 0,360 0,320 0,290 0,250 0,950 0,520
Media 0,650 0,345 0.458 0,510 0,563 0,550 0,508 0.460 0433 0,383 0,363 0,330 0,300 0,265 0,963 0,585
0,370 0,210 0,310 0,450 0,540 0,560 0,570 0,560 0430 0,430 0,430 0,410 0,370 0,370 1,310 1,740 0,760
0,410 0,220 0,310 0,430 0,520 0,570 0,570 0,530 0450 0,440 0410 0,410 0,370 0370 1,340 1,760 0,720
0,390 0,190 0,320 0.440 0,510 0,560 0,550 0,540 0460 0,430 0,410 0410 0,380 0,390 1,290 1,700 0,780
54T1 0,360 0,200 0,320 0,410 0,510 0,570 0,560 0,550 0480 0,450 0,420 0,390 0,380 0,390 1,340 1,720 0,770
Media 0,383 0,205 0,315 0,433 0,520 0,565 C,563 0.545 0,450 0438 0,418 0,405 0,375 0,380 1,320 1,730 0,775
0,610 0,300 0,410 0,470 0,550 0,550 0,520 0,520 0,450 0,440 0,390 0,350 0,330 0,330 1,170 1,110 0,500
0,600 0,300 0,430 0,520 0,560 0,570 0,530 0,510 0,440 0,420 0,390 0,360 0,340 0,330 1,130 1,200 0,600
0,530 0,300 0,400 0,500 0,550 0,570 0,520 0,510 0,450 0,420 0,390 0,370 0,330 0,310 1,110 1,170 0,530
S4T2 0,330 0,310 0,410 0,530 0,550 0,570 0,530 0,530 0,440 0,410 0,370 0,370 0,330 0,330 1,130 1,230 0,620
Med 0.518 0.303 0,413 0,505 0.553 0.565 0,525 0,518 D.445 0423 0,385 0.363 0332 0.325 1,135 1,178 0,563

S1-80gARTIL; S2- 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4- 200gART/L. T1 - 32°C; T2 - 38°C.
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Tabela A8 — Resultados de varaveis anfiisadas no vinho, no final de fermentagao, com pH inicial
3,50 e inoculo de 5,12 x 10" células viaveis / mL (média) com 90% de viabilidade, em
fungdo da concentragao de substrato e temperatura, em meio sintético de glicose.

Tratamentos  pH do Vinho Fermento Etanol Rendimento  Acicar  Glicerol  Viabilidade  Células
Umido Seco  Matéria da Residual Celular Vidveis
Seca Fermentacdo
(g/100mL) (%) (% viv) (%) (9/100mL) (%) {cel/mL)
3,16 2,00 045 2247 454 87 0,00156 0,2600 0 0
3,13 1,80 0,41 2259 466 89 0,00153 0,2400
3,12 2,00 045 2252 466 89 0,00128 0,2780
S1T1 3,05 2,00 044 21,86 4,66 89 0,00121 0,2520 0 0
Media 3,12 1,95 0,44 2236 4863 89 0,00139 0,2575 0 0
3,17 1,80 0,39 2160 466 89 0,00115 0,2420 0 0
2,94 1,90 041 2163 4,66 89 0,00184 0,2390
2,94 1,90 0,41 2143 454 87 0,00200 0,2560
S1T2 2,90 1,90 0,40 2098 466 89 0,00156 0,2600 0 0
Média 2,99 1,88 0,40 2141 4863 89 0,00164 0,2493 0] 0
2,80 2,10 0,49 23,48 6,92 89 0,00165 0,4520 0 0
2,83 2,10 052 2461 692 89 0,00190 0,4480
2,84 2,00 0,49 2432 692 89 0,00168 0,4570
S2T1 2,81 2,40 0,58 24,08 6,92 89 0,00165 0,4290 0 0
Média 2,82 2,15 0,52 2412 6,92 89 0,00172 0,4465 0 0
2,81 2,10 053 2512 7,06 91 0,00209 0,3890 0 0
2,79 1,90 0,48 2548 7,06 91 0,00212 0,3700
2,81 1,90 047 2492 7,06 91 0,00200 0,3780
S2T72 2,78 1,70 042 2439 6,92 89 0,00187 0,3640 0 0
Média 2,80 1,90 0,48 2498 7,03 91 0,00202 0,3753 0 0
2,81 2,10 0,54 2558 922 89 0,00212 0,6190 0 0
2,81 1,80 046 2570 9,08 87 0,00215 0,6260
2,81 2,10 054 2551 922 89 0,00180 0,6510
S3T1 2,81 2,00 0,52 25098 9,08 87 0,00256 0,6380 0 0
Média 2,81 2,00 052 25869 9,15 88 0,00219 0,6335 0 0
2,82 1,90 052 27,2 922 89 0,21330 0,4760 4.4 2,00x 107
2,84 1,80 0,50 27,97 922 89 0,21550 0,5630
2,81 1,90 0,54 2846 922 89 0,21340 0,5310
S3T2 2,79 1,90 0,53 2796 922 89 0,21150 0,5490 506 360x 107
Média 2,82 1,88 0,52 2790 8722 89 0,21343 0,5298 473 2,80x10
2,83 1,90 0,54 2841 11,90 91 0,00541 0,7900 0 0
2,83 2,10 064 30,48 11,14 86 0,00463 0,9090
2,83 1,70 0,51 3023 11,44 88 0,00576 0,8160
S4T1 2,83 2,10 0,63 30,17 11,30 87 0,00435 0,7830 0 0
Meédia 2,83 1,95 0,58 29,82 1145 88 0,00504 0,8245 0 0
2,82 1,90 0,56 29,42 9,80 75 2,68120 0,6630 0 0
2,81 1,80 053 29,65 10,08 77 1,92430 0,6860
3,04 1,70 050 2951 10,24 79 2,00740 0,6920
S4T2 3,03 1,70 051 29,77 10,24 79 2,25030 0,7020 0 0
Média 2,93 1,78 0,53 29,58 10,09 78 2,21580 0.,6858 0 0

S1- 80gART/L; S2 - 120gARTI/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L. T1 - 32°C; T2 - 38°C.
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Tabela A9 — Resultados de pardmetros cinéticos no vinho, no final de fermentagao, com pH inicial
3,50 e indculo de 5,12 x 10° células viaveis / mL (média) com 90% de viabilidade, em
fungdo da concentragdo de substrato e temperatura, em meio sintético de glicose.

Tratamentos Fator de Fator de Velocidade Media Velocidade Média  Velocidade Média
Conversao Conversao de Crescimento de Formagao de Consumo
Substrato Substrato Celular de de
em Produto  em Produto Etanol Substrato
(Yxrs) (Yors) (g/L/h) {mL/L/h) (g/L/h)
0,05591 0,44523 0,22500 2,270 4,024
0,05094 0,45700 0,20500 2,330 4,024
0,05591 0,45698 0,22500 2,330 4,024
S1T1 0,05467 0,45698 0,22000 2,330 4,024
Meédia 0,05436 0,45405 0,21875 2,315 4024
0,04845 0,45698 0,19500 2,330 4,024
0,05094 0,45702 0,20500 2,330 4024
0,05094 0,44526 0,20500 2,270 4024
S1T2 0,04970 0,45700 0,20000 2,330 4,024
Media 0,05001 0,45406 0,20125 2,315 4,024
0,04087 0,45561 0,19600 2,768 4,795
0,04338 0,45561 0,20800 2,768 4795
0,04087 0,45561 0,19600 2,768 4795
S2T1 0,04838 0,45561 0,23200 2,768 4,795
Media 0,04338 0,45561 0,20800 2,768 4,795
0,04421 0,46484 0,22083 2,942 4,995
0,04004 0,46484 0,20000 2,942 4,995
0,03921 0,46484 0,19583 2,942 4,995
S2T2 0,03503 0,45561 0,17500 2,883 4,995
Média 0,039862 0,46253 0,19792 2,927 4,995
0,03359 0,45263 0,17419 2,974 5,186
0,02861 0,44576 0,14839 2,929 5,186
0,03359 0,45262 0,17419 2,974 5,186
S3T1 0,03234 0,44577 0,16774 2,929 5,186
Media 0,03203 0,44820 0,16613 2,852 5,186
0,03277 0,45866 0,15758 2,794 4,808
0,03152 0,45872 0,15151 2,794 4,807
0,03403 0,45866 0,16364 2,794 4,808
S3T2 0,03340 0,45860 0,16061 2,794 4,809
Média 0,03293 0,45866 0,15833 2,794 4 808
0,02687 0,46742 0,13171 2,902 4,901
0,03185 0,43755 0,15610 2,717 4,901
0,02538 0,44936 0,12439 2,790 4,901
S4T1 0,03135 0,44383 0,15366 2,756 4,901
Média 0,02886 0,44854 0,141486 2,791 4,901
0,03215 0,44407 0,13658 2,390 4,248
0,02916 0,43774 0,12927 2,459 4,433
0,02764 0,44673 0,12195 2,498 4,413
S4T2 0,02857 0,45280 0,12439 2,498 4,354
Média 0,02938 0,44531 0,12805 2,481 4 362

S1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L. T1 - 32°C; T2 - 38°C.
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Tabela A10 — Resultados da cinética de liberagdo de CO; (g/100mL de vinho) durante a fermentagdo alcodlica com pH
inicial 5,0 e indculo de 4,20 x 10° células viaveis / mL (média) com 88% de viabilidade, em funcao da
concentragao de substrato e temperatura, em meio sintético de glicose.

Tratamentos 14h 15h 16h 17h 18h 19h 20h 21h 22h 23h 24h 25h 26h 27h 31h 38h 49h
g CO2/100mL

1,460 0660 0,720 0570 0,230 0,060 0,030 0010 0,020 0,020
1,420 0660 0,700 0,560 0250 0,040 0,030 0010 0,020 0,010
1,390 0,640 0,710 0,580 0,240 0,060 0030 0010 0,020 0,010
S1T1 1,360 0,650 0,690 0,580 0,280 0,050 0,050 0000 0,030 0,010
Média 1,408 0653 0,705 0,573 0,250 0,053 0,035 0008 0023 0,013
1,210 0,490 0,530 0,580 0,560 0,310 0,060 0050 0,020 0,030
1,190 0,510 0,530 0,580 0,550 0,320 0,070 0030 0,040 0,030
1,220 0,490 0,520 0,570 0540 0,350 0,080 0050 0,010 0,030
S1T2 1,150 0,490 0,550 0,570 0,560 0,320 0,080 0050 0,020 0,030
Média 1,193 0,495 0,533 0,575 0,553 0,325 0073 0045 0,023 0,030
1,100 0,610 0,700 0,600 0,570 0,520 0500 0470 0230 0,090 0,030 0,030 0,020
1,030 0,600 0,680 0,630 0,560 0,510 0,470 0490 0270 0,100 0,030 0,030 0,040
1,070 0,590 0,700 0,610 0,570 0,530 0520 0430 0,270 0,090 0,030 0,020 0,030
s2T1 1,050 0,590 0,700 0,630 0,580 0,510 0,530 0410 0,330 0,090 0,050 0,030 0,010
Media 1,063 0,598 0,695 0,618 0,570 0518 0,505 0450 0,275 0,093 0,035 0,028 0,025
0,870 0,430 0,490 0,530 0,570 0,550 0,480 0470 0,410 0,380 0,290 0,100 0,040
0,980 0,480 0,530 0,550 0570 0,550 0,490 0450 0,390 0,370 0,160 0,070 0,030
0,960 0470 0,530 0550 0,580 0530 0,510 0450 0,380 0,370 0,190 0,070 0,040
s2T2 0920 0,470 0,520 0550 0,590 0,550 0,510 0450 0,410 0,350 0,230 0,070 0,040
Media 0,933 0,463 0,518 0,545 0,578 0,545 0,498 0,455 0,398 0,368 0,218 0,078 0,038
0,770 0,440 0,560 0,670 0,620 0,530 0570 0540 0510 0,460 0,430 0,420 0,390 0,330 0,250 0,100
0,750 0,430 0,570 0,670 0,610 0,550 0550 0510 0,490 0,450 0,430 0,450 0,390 0,330 0,270 0,100
0690 0410 0,540 0,670 0,610 0,540 0520 0510 0490 0,440 0,420 0,400 0,370 0,330 0,370 0,100
S3T1 0,710 0,430 0,550 0,660 0,650 0,550 0560 0540 0,470 0,460 0,430 0,430 0,430 0,310 0,280 0,100
Media 0,730 0,428 0,555 0,668 0,623 0,543 0,550 0,525 0,490 0,453 0,428 0,425 0,385 0,330 0,290 0,100
0,590 0,250 0,350 0,480 0,530 0580 0,560 0510 0,470 0,450 0,410 0,400 0,350 0,350 0,980 0.230
0.750 0330 0,470 0,570 0,630 0590 0420 0500 0470 0,390 0,410 0,390 0,360 0,350 0,880 0,220
0,690 0,330 0,440 0570 0,600 0,600 0520 0490 0,450 0,420 0,400 0,400 0370 0,330 0,840 0,200
s3T2 0,660 0,320 0,460 0550 0,590 0,620 0510 0490 0,450 0,440 0,410 0,390 0,370 0,320 0,970 0,210
Media 0,673 0,308 0,430 0543 0,588 0,600 0520 0,458 0,463 0,425 0,408 0,395 0,363 0,340 0,940 0,220
0.450 0,320 0,290 0,540 0,610 0,650 0530 0570 0530 0450 0,470 0,440 0,420 0,380 1,550 1,250 0250
0.450 0,330 0290 0,520 0610 0,640 0570 0530 0560 0,470 0,470 0,450 0,430 0,390 1,460 1,320 0280
0,450 0,310 0270 0510 0,590 0,620 0520 0540 0530 0,450 0,460 0,430 0,400 0,380 1,460 1,370 0280
S4T1 0.450 0280 0310 0510 0,590 0,630 0530 0540 0,540 0,440 0,470 0,440 0,420 0,420 1510 1,320 0,240
Média 0,450 0,310 0,290 0,520 0600 0635 0538 0545 0,540 D453 0,468 0,440 0,418 0,380 1,500 1,320 0260
0,360 0,150 0,120 0,240 0,330 0,430 0,530 0570 0,570 0,480 0,470 0,450 0,430 0,410 1,460 1,610 1,190
0,410 0,170 0,160 0,310 0,380 0,510 0580 0610 0550 0,490 0,470 0,440 0,430 0,410 1,470 1590 1,100
0,350 0,170 0,160 0,290 0,350 0,500 0550 0590 0590 0,450 0,490 0,450 0,410 0,390 1,470 1,530 1,070
54T2 0,330 0,170 0,150 0,290 0,350 0,480 0,550 0,600 0,610 0,460 0,490 0,460 0,430 0,410 1,420 1,670 1,090

Media 0,363 0.165 0.148 0,283 0.353 0.480 0,555 0,593 0,580 0,470 0,480 0,450 0,425 0.410 1460 1,600 1,110
$1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L. T1 -32°C; T2- 38°C.




Tabela A11 — Resultados de varaveis analisadas no vinho, no final de fermentagao, com pH inicial
5.0 e indculo de 4,20 x 10° células viaveis / mL (média) com 88% de viabilidade, em
fungdo da concentracdo de substrato e temperatura, em meio sintético de glicose.

Tratamentos  pH do Vinho Fermento Etanol Rendimento Acicar Glicerol  Viabilidade Celulas
Umido Seco  Matéria da Residual Celular Viaveis
Seca Fermentacao
_(g/100mL) (%) {% viv) (%) (9/100mL) (%) {cel/mL)
3.21 3,60 0,67 18,70 4,26 82 0,00331 0,3870 92 3,92x10°
3,44 3,40 0,69 20,39 4,26 82 0,00369 0,3220
3,39 3,60 077 2126 424 82 0,00334 0,3320
S1T1 3,39 3,40 0,70 20,55 4724 82 0,00284 0,3450 85 4,56 x 10°
Media 3,36 3,50 0,71 2023 425 82 0,00330 0,3465 89 424 x 10°
3,42 3,10 066 21,35 4,30 83 0,00291 0,3090 83 324x10°
3,47 3,10 065 21,01 430 83 0,00303 0,2690
3,44 3,00 066 2215 4732 83 0,00353 0,3480
S1T2 3,42 3,00 065 2173 434 84 0,00356 0,3080 72 2.44x10°
Meédia 3,44 3,05 066 2156 4,32 83 0,00326 0,3085 78 2,84 x 10°
3,48 410 091 2215 6,38 80 0,00463 0,5090 96 428 x 10°
3,37 3,70 0,81 21,86 642 80 0,00441 0,5230
3,47 3,80 0,85 2226 644 81 0,00510 0,5250
S2T1 347 3,90 086 2193 6,40 80 0,00472 0,5170 99 4.92x10°
Media 3,45 3,88 0,86 22,05 641 80 0,00472 00,5185 98 46x10°
3,38 3,00 0,72 2394 6,50 81 0,00410 0,4660 84 272 x 10°
3,43 3,10 0,74 23,94 6,50 81 0,00472 0,4500
3,39 3,10 0,76 24,43 8,50 81 0,00479 0,4160
8272 3,36 3,10 0,75 24,16 6,50 81 0,00507 0,4580 78 2,88x 10°
Média 3,39 3,08 0,74 24,12 6,50 81 0,00467 0,4475 81 2,80 x 10°
3,40 3,90 0,97 2479 8,68 83 0,00639 0,6280 a3 5,48 x 10°
3,40 3,90 0,96 2462 864 83 0,00673 0,6410
3,43 3,90 096 2464 870 83 0,00610 0,6280
S3T1 3,43 3,80 0,93 2452 864 83 0,00670 0,6250 84 3,88x10°
Media 242 3,88 096 2464 867 83 0,00648 0,6305 89 468x%10°
3,41 2,30 0,70 30,26 8,80 84 0,00651 0,5940 18 6,00 x 10’
3,43 2,30 0,66 28,76 8,72 84 0,00604 0,5930
3,43 2,20 063 2860 8,76 84 0,00642 0,6080
S3T2 3,65 2,40 0,68 28,35 8,80 84 0,00639 0,5940 28 1,60x 10°
Meédia 3,48 2,30 067 2899 877 84 0,00634 0,5973 23 2,20x 10°
3,80 3,20 0,85 2647 10,94 82 0,00670 0,7900 58 3,40 x 10°
3,72 3,10 0,84 27,23 10,84 81 0,00642 0,8070
3,68 a.ip 0,84 2695 10,94 82 0,00626 0,7920
S4T1 3,68 3,00 0,82 27,36 10,88 82 0,00676 0,8340 49 2,92 x 10°
Meédia 372 3,10 084 27,00 1090 82 0,00654 0,8058 54 3,16 x 10°
3,58 1,80 059 32,96 11,086 83 0,00657 0,7950 6 4,80 x 10°
3,61 2,10 068 32,49 10,92 82 0,00657 0,8150
3,58 1,80 0,60 33,45 10,98 82 0,00657 0,8380
S4T2 3,57 1,80 0,60 33,39 10,96 82 0,00857 0,8380 8 4,80 x 10°
Meédia 3,59 1,88 062 33,07 10,98 82 0,00657 0,8218 7 4.80x10°

S1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L. T1 - 32°C; T2 - 38°C.
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Tabela A12 — Resultados de pardmetros cinéticos no vinho, no final de fermentagdo, com pH inicial
5,0 e indculo de 4,20 x 10* células viaveis / mL (média) com 88% de viabilidade, em
funga@o da concentragao de substrato e temperatura, em meio sintético de glicose.

Tratamentos Fator de Fator de Velocidade Média Velocidade Meédia  Velocidade Média
Conversao Conversao de de Formacao de Consumo
Substrato Substrato Crescimento de de
em Células em Produto Celular Etanol Substrato
(Yxrs) (Yers) (g/Lih) (mL/L/h) (g/L/h)
0,08378 0,42048 0,37222 2,367 4,443
0,08629 0,42050 0,38333 2,367 4,442
0,09629 0,41850 0,42778 2,356 4,443
S1T1 0,08753 0,41848 0,38889 2,356 4,443
Média 0,08879 0,41849 0,39444 2,361 4,443
0,08253 0,42440 0,34737 2,263 4,209
0,08128 0,42441 0,34210 2,263 4209
0,08254 0,42641 0,34737 2,274 4,209
S1T2 0,08129 0,42839 0,34210 2,284 4,209
Media 0,08253 0,42640 0,34737 2274 4,209
0,07389 0,40890 0,41364 2,900 5,598
0,06577 0,41145 0,36818 2,918 5,598
0,06902 0,41276 0,38636 2,927 5,698
S2T1 0,06983 0,41018 0,39091 2,909 5,598
Média 0,06983 0,41082 0,39091 2914 5,598
0,05846 0,41657 0,30000 2,708 5,132
0,06009 0,41659 0,30833 2,708 5,131
0,06171 0,41659 0,31667 2,708 5,131
S2T2 0,06090 0,41660 0,31250 2,708 5,131
Media 0,06009 0,41659 0,30833 2,708 5,131
0,06020 0,42518 0,34643 3,100 5,755
0,05958 0,42323 0,34286 3,086 5,755
0,05958 0,42615 0,34288 3,107 5,755
S3T1 0,05772 0,42323 0,33214 3,086 5,755
Média 0,05958 0,42469 0,34286 3,096 5755
0,04344 0,43106 0,23333 2,933 5,371
0,04096 0,42713 0,22000 2,907 5,371
0,03910 0,42910 0,21000 2,920 5,371
83712 0,04220 0,43105 0,22667 2,933 5,371
Media 0,04158 0,42958 0,22333 2,923 5,371
0,04134 0,41992 0,22368 2,879 5,411
0,04085 0,41608 0,22105 2,853 5,411
0,04085 0,41991 0,22105 2,879 5,412
S4T1 0,03988 0,41762 0,21579 2,863 5,411
Média 0,04085 0,41838 0,22105 2,868 5,411
0,02869 0,42452 0,13409 2,514 4674
0,03307 0,41915 0,15454 2,482 4,674
0,02918 0,42145 0,13636 2,495 4674
S4T2 0,02918 0,42069 0,13636 2,491 4674
Média 0,03015 0,42145 0,14091 2,485 4674

S1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L. T1 - 32°C; T2 - 38°C.
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7.3. A fermentagao alcodlica em diferentes substratos

7.3.1. A fermentacéo alcodlica em substrato de sacarose

7.3.2. Afermentagao alcodlica em substrato de xarope

7.3.3. A fermentacédo alcodlica em substrato de melaco de menor pureza

7.3.4. Afermentacdo alcodlica em substrato de melaco de maior pureza

7.4. Cinética de liberacao de CO; em diferentes substratos

7.4.1. Substrato de sacarose

7.4.2. Subsirato de xarope industrial de fabricagdo de acucar

7.4.3. Substrato de melago de menor pureza, de fabricagao de agucar

7.4.4. Substrato de melago de maior pureza, de fabricagéo de agtcar

178




Tabela A13 — Resultados da cinética de liberagdo de CO; (¢/100mL de v1nho) em substrato de

sacarose com 80g / L de ART, nas condigdes de inoculo de 10° células viaveis / mL,
pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigdes)

1 2 3 4 Média
1 0,880 0,760 0,787 0,873 0,825
2 1,813 1,793 1,820 1,807 1,808
3 0,807 0,893 0,880 0,800 0,845
4 0,100 0,140 0,100 0,133 0,118
5 0,047 0,040 0,040 0,067 0,049
6 0,033 0,047 0,047 0,047 0,044
7 0,033 0,033 0,033 0,033 0,033
8 0,027 0,027 0,027 0,027 0,027

Tabela A14 — Resultados da cinética de liberagdo de CO, (g/100mL de vmho) em substrato de
sacarose com 120g / L de ART, nas condi¢des de inoculo de 10° células viaveis /
mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Média
1 0,860 0,700 0,747 0,800 0,777
2 1,833 1,733 1,787 1,813 1,792
3 1,540 1,633 1,620 1,567 1,590
4 0,933 1,040 0,987 0,973 0,983
5 0,247 0,260 0,260 0,267 0,259
6 0,073 0,080 0,067 0,073 0,073
7 0,040 0,033 0,033 0,033 0,035

8 0,040 0,027 0,027 0,020 0,029
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Tabela A15 — Resultados da cinética de liberacdo de CO, (g/100mL de vinho) em substrato de
sacarose com 160g / L de ART, nas condigdes de inoculo de 10° células viaveis /
mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Média
1 0,727 0,693 0,660 0,680 0,690
2 1,687 1,687 1,620 1,680 1,669
3 1,567 1,600 1,573 1,573 1,578
4 1,227 1,267 1,293 1,247 1,259
5 0,867 0,900 0,887 0,860 0,879
6 0,633 0,633 0,673 0,620 0,640
7 0,473 0,473 0,447 0,447 0,460
8 0,300 0,287 0,320 0,320 0,307
9 0,127 0,120 0,133 0,133 0,128
10 0,053 0,067 0,040 0,047 0,052
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Tabela A16 — Resultados da cinética de liberagao de CO, (g/100mL de wnho) em substrato de
sacarose com 200g / L de ART, nas condigdes de inéculo de 10° células viaveis /
mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Média
1 0,527 0,493 0,527 0,540 0,522
2 1,407 1,367 1,413 1,440 1,407
3 1,513 1,533 1,520 1,520 1,522
4 1,307 1,307 1,333 1,320 1,317
5 0,993 1,047 1,007 0,980 1,007
6 0,760 0,807 0,800 0,767 0,784
7 0,647 0,660 0,647 0,627 0,645
8 0,533 0,560 0,573 0,553 0,555
9 0,480 0,493 0,520 0,507 0,500
10 0,413 0,420 0,440 0,400 0,418
11 0,380 0,373 0,380 0,380 0,378
12 0,287 0,260 0,267 0,273 0,272
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Tabela A17 — Resultados da cinética de liberagcdo de CO, (g/100mL de vinho) em substrato de
xarope com 80g / L de ART, nas condigbes de inoculo de 10® células viaveis / mL,
pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Média
1 1,813 1,853 1,880 1,900 1,862
2 1,273 1,293 1,273 1.267 1,277
3 0,440 0,400 0,367 0,380 0,397
4 0,073 0,087 0,073 0,093 0,082
5 0,053 0,033 0,060 0,060 0,052
6 0,033 0,033 0,040 0,040 0,037
7 0,027 0,033 0,047 0,033 0,035
8 0,033 0,027 0,033 0,033 0,032

Tabela A18 — Resultados da cinética de liberagao de CO, (g/100mL de vinho) em substrato de
xarope com 120g / L de ART, nas condiges de inoculo de 10° células viaveis / mL,
pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Média
1 1,547 1,533 1,547 1,580 1,552
2 1,813 1,827 1,787 1,820 1,812
3 1,387 1,393 1,367 1,347 1,374
4 0,573 0,560 0,487 0,580 0,550
5 0,147 0,153 0,153 0,147 0,150
6 0,053 0,053 0,067 0.047 0,055
7 0,053 0,053 0,047 0.047 0,050
8 0,053 0,053 0,047 0,047 0,050
9 0,053 0,053 0,047 0,047 0,050
10 0,013 0,013 0,013 0,013 0,013
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Tabela A19 — Resultados da cinética de liberagdo de CO, (g/100mL de vinho) em substrato de
xarope com 160g / L de ART, nas condigdes de inéculo de 10° células viaveis / mL.
pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigdes)

1 2 3 4 Média
1 1,627 1,553 1,573 1,600 1,588
2 1,893 1,853 1,893 1,847 1,872
3 1,493 1,480 1,467 1,460 1,475
4 1,020 1,047 1,013 1,007 1,022
5 0,660 0,680 0,655 0,653 0,662
6 0,487 0,473 0,460 0,453 0,468
7 0,287 0,313 0,287 0,320 0,302
8 0,107 0,153 0,127 0,140 0,132
9 0,060 0,120 0,067 0,073 0,080
10 0,060 0,073 0,060 0,067 0,065
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Tabela A20 — Resultados da cinética de liberagdo de CO, (g/100mL de vinho) em substrato de
xarope com 200g / L de ART, nas condigdes de inoculo de 10° células viaveis / mL,
pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Média
1 1,533 1,407 1,453 1,433 1,457
2 1,940 1,933 1,940 1,880 1,923
3 1,453 1,467 1,460 1,447 1,457
4 1,040 1,080 1,053 1,067 1,060
5 0,780 0,773 0,767 0,780 0,775
6 0,580 0,587 0,593 0,627 0,597
7 0,440 0,447 0,453 0,447 0,447
8 0,327 0,347 0,393 0,407 0,369
9 0,260 0,313 0,267 0,260 0,275
10 0,180 0,173 0,207 0,247 0,202
11 0,187 0,187 0,200 0.213 0,197
12 0,153 0,133 0,133 0,120 0,135
13 0,067 0,133 0,107 0,187 0,124
14 0,080 0,100 0,153 0,087 0,105
15 0,067 0,093 0,067 0,107 0,084
16 0,057 0,053 0,033 0,053 0,049
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Tabela A21 — Resultados da cinética de liberagdo de CO, (g/100mL de vinho) em substrato de
melago de menor pureza com 80g / L de ART, nas condigdes de inéculo de 10°
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)

1 2 3 4 Média
1 0,907 0,900 0,927 0,947 0,920
2 1,393 1,440 1,400 1,373 1,402
3 0,860 0,867 0,827 0,827 0,845
4 0,267 0,273 0,267 0,267 0,269
5 0,127 0,083 0,093 0,113 0,107
6 0,047 0,053 0,067 0,047 0,054
7 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040
8 0,027 0,020 0,033 0,033 0,028




Tabela A22 — Resultados da cinética de liberagdo de CO, (g/100mL de vinho) em substrato de
melaco de menor pureza com 120g / L de ART, nas condi¢des de indculo de 10°
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)

1 2 3 4 Média
1 0,320 0,320 0,327 0,313 0,320
2 0,413 0,413 0,420 0,413 0,415
3 0,360 0,387 0,360 0,380 0,372
4 0,287 0,333 0,320 0,320 0,315
5 0,267 0,320 0,273 0,300 0,290
6 0,227 0,240 0,247 0,253 0,242
7 0,220 0,227 0,247 0,233 0,232
8 0,173 0,213 0,200 0,207 0,198
9 0,187 0,200 0,207 0,207 0,200
10 0,140 0,180 0,167 0,153 0,160
1 0,160 0,173 0,153 0,180 0,167
12 0,153 0,120 0,153 0,107 0,133
13 0,147 0,160 0,127 0,167 0,150
14 0,120 0,140 0,153 0,147 0,140
15 0,133 0,127 0,127 0,127 0,129
16 0,107 0,113 0,100 0,113 0,108
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Tabela A23 - Resultados da cinética de liberacao de CO, (g/100mL de vinho) em substrato de
melago de menor pureza com 160g / L de ART, nas condigdes de inoculo de 10°
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticdes)

1 2 3 4 Média
1 0,247 0,220 0,227 0,227 0,230
2 0,320 0,320 0,327 0,307 0,319
2 0,273 0,273 0,260 0,260 0,267
4 0,173 0,213 0,220 0,200 0,202
5 0,160 0,180 0,160 0,167 0,167
6 0,153 0,167 0,153 0,140 0,153
T 0,127 0,147 0,140 0,160 0,144
8 0,113 0,120 0,127 0,107 0,117
9 0,113 0,127 0,120 0,107 0,117
10 0,100 0,100 0,100 0,087 0,097
11 0,093 0,013 0,073 0,087 0,067
12 0,080 0,073 0,127 0,093 0,003
13 0,080 0,093 0,073 0,107 0,088
14 0,060 0,067 0,087 0,053 0,067
15 0,067 0,100 0,073 0,087 0,082
16 0,073 0,060 0,087 0,060 0,070
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Tabela A24 — Resultados da cinética de liberagao de CO, (g/100mL de vinho) em substrato de
melago de menor pureza com 200g / L de ART, nas condigbes de inéculo de 10°
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)

1 2 3 4 Média
1 0,140 0,113 0,127 0,120 0,125
2 0,160 0,193 0,173 0,167 0,173
3 0,120 0,120 0,127 0,140 0,127
4 0,093 0,107 0,107 0,093 0,100
5 0,067 0,073 0,073 0,067 0,070
6 0,053 0,067 0,047 0,053 0,055
7 0,040 0,047 0,053 0,047 0,047
8 0,047 0,047 0,047 0,033 0,044
9 0,033 0,027 0,027 0,027 0,029
10 0,033 0,047 0,047 0,033 0,040
11 0,040 0,033 0,040 0,027 0,035
12 0,040 0,033 0,033 0,040 0,037
13 0,027 0,040 0,033 0,033 0,033
14 0,027 0,027 0,027 0,027 0,027
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Tabela A25 — Resultados da cinética de liberacdo de CO, (g/100mL de vinho) em substrato de
melago de maior pureza com 80g / L de ART, nas condigbes de inéculo de 10°
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticdes)

1 2 3 4 Média
1 1,780 1,873 1,793 1,827 1,818
2 1,447 1,367 1,400 1,327 1,385
3 0,233 0,187 0,213 0,173 0,202
4 0,073 0,053 0,067 0,100 0,073
5 0,047 0,060 0,040 0,040 0,047
6 0,040 0,033 0,033 0,033 0,035

Tabela A26 — Resultados da cinética de liberagdo de CO, (¢/100mL de vinho) em substrato de
melago de maior pureza com 120g / L de ART, nas condigdes de inéculo de 10°
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)

1 2 3 4 Média
1 1,873 1,827 1,800 1,833 1,833
2 1,820 1,853 1,867 1,820 1,840
3 0,933 0,920 0,920 0,940 0,928
4 0,420 0,447 0,413 0,413 0,423
5 0,200 0,193 0,180 0,207 0,195
6 0,067 0,067 0,073 0,080 0,072
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Tabela A27 — Resultados da cinética de liberagdo de CO, (g/100mL de vinho) em substrato de
melagco de maior pureza com 160g / L de ART, nas condigoes de inoculo de 10®
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)

1 2 3 4 Média
1 1,427 1,400 1,380 1,360 1,392
2 1,720 1,727 1,700 1,707 1,714
3 1,060 1,053 1,040 1,040 1,048
4 0,660 0,660 0,660 0,673 0,663
5 0,520 0,507 0,500 0,507 0,509
6 0,313 0,333 0,353 0,380 0,345
7 0,280 0,280 0,260 0,240 0,265
8 0,187 0,220 0,213 0,220 0,210
9 0,173 0,167 0,173 0,140 0,163
10 0,160 0,133 0,107 0,120 0,130
1 0,093 0,113 0,087 0,087 0,095
12 0,067 0,040 0,093 0,087 0,072
13 0,053 0,060 0,047 0,053 0,053
14 0,033 0,047 0,032 0,033 0,036
15 0,027 0,027 0,027 0,027 0,027
16 0,027 0,027 0,027 0,020 0,025
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Tabela A28 — Resultados da cinética de liberagdo de CO, (¢/100mL de vinho) em substrato de
melago de maior pureza com 200g / L de ART, nas condigdes de indculo de 10°
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Média
1 1,147 1,173 1,120 1,127 1,142
2 1,253 1,220 1,260 1,187 1,230
3 0,807 0,793 0,820 0,773 0,798
4 0,593 0,593 0,573 0,553 0,578
5 0,467 0,467 0,440 0,427 0,450
6 0,353 0,367 0,360 0,367 0,362
7 0,320 0,300 0,287 0,260 0,292
8 0,247 0,247 0,293 0,207 0,249
9 0,227 0,213 0,147 0,207 0,199
10 0,180 0,153 0,140 0,127 0,150
11 0,147 0,133 0,140 0,120 0,135
12 0,133 0,113 0,093 0,073 0,103
13 0,113 0,080 0,087 0,073 0,088
14 0,087 0,080 0,067 0,053 0,072
15 0,087 0,053 0,067 0,053 0,065
16 0,067 0,047 0,040 0,040 0,049
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Tabela A29 — Resultados de vanaveis analisadas no vinho, no final da fermentagao, com o meio de
sacarose, nas condigdes de pH 3,50 e temperatura de 38°C.

Tratamentos pH Fermento Etanol Rendimento Acucar Glicerol Viabilidade Celulas
Fermentacio  Residual Celular Viaveis
Umido Seco Matéria
Seca
{g/100mL) (%) (%Bviv) (%) _{9_{1ML) (%) (¢ L)
8
363 9,80 239 2441 440 88 0,08800 0,78800 77 —.
8
362 9,90 242 2442 440 88 0,08600 0,85100 60 496 10
8
3,60 998 243 2437 4738 88 008400 080700 = 376 x 10
s1 362 9,78 240 2453 440 88 0,08400 0,83800 54 8
3,76x10
Media 362 9,87 241 2443 440 88 0,08550 0,82100 66 4111 aB
8
3,70 8,80 231 2625 646 89 0,11500 1,05300 47 .
8
3,56 9,18 243 2646 642 89 0,11500 1,05900 55 —
8
350 9,15 241 2633 644 89 0,10300 1,09800 39 184 x10
8
s2 360 9,05 238 2626 648 89 0,11000 1,06400 49 388x 10
Media 361 9,05 238 2633 645 88 0.11075 1,06850 48 8
3,00x10
8
3,68 833 236 2833 888 87 0,12200 129700 48 AT
8
3,65 8,50 242 2849 880 87 0,12700 1,30000 32 538510
8
3,69 850 239 2816 880 87 0,13400 1,29200 29 AT
s3 369 850 238 2804 888 87 0,12900 1,22100 35 8
304x10
Media 368 8,46 239 2826 884 87 0,12800 1,27750 36 8
292x10
: 8
363 830 244 2940 11,10 87 0,10000 1,50000 37 276x 10
8
363 833 247 2965 109 86 0,10000 1.47200 38 332 x 10
8
3,69 8,43 244 2892 1106 a7 0,10300 1,43400 34 3.08% 10
8
s4 368 835 242 2894 1108 a7 0,10500 1.43900 45 380 x 10
Media 366 8,35 2,44 2923 11,05 87 0,10200 1,46125 39 324 x 108

S1 - 80gARTI/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L.




Tabela A30 — Resultados de variaveis analisadas no vinho, no final da fermentagao, com o meio de
xarope, nas condigdes de pH 3,50 e temperatura de 38°C.

Tratamentos pH Fermento Etanol Rendimento Agicar Glicerol  Viabilidade Celulas
Residual Celular Viaveis
Umido Seco  Matéria Fermentagdo
Seca
(g/100mL) (%MS)  (%viv) (%) (9/100mL) {%) {celimL)
387 968 229 2364 422 89 0,14800 0,84600 74 8
4,40 x 10
8
387 9,80 228 2330 418 88 0,14800 0,85600 81 44610
388 9,95 2 2341 4 88 0,16800 82600 8
33 22 0 388x10
8
s1 392 9,85 2,31 2350 422 88 0,14500 0,81100 78 52410
Meédia 3.89 9,82 230 2346 421 88 0,15200 0,83475 78 8
442x10
3,98 895 231 2583 622 84 0,18000 1,06100 65 8
2.44x10
399 928 235 2536 624 84 017900  1,14500 488 x 1
8
397 9,20 232 2523 626 84 0,17900 1,14000 67 34810
8
s2 398 9,10 231 2533 6,30 85 0,18000 1,16000 64 380 x10
Média 398 9,13 2,32 2544 626 84 0,17950 1,12650 85 8
3,60 x 10
7
409 6,75 199 2953 842 84 0,15500  1,33400 19 9,60 x 10
8
4,08 6.95 200 2884 842 84 0,17500 1,31900 29 —
8
4,08 6,88 200 2910 848 84 0,28700 1,29700 24 1,00 10
8
s3 408 6,88 200 2905 844 84 0,21600 1,36100 19 $36x10
g 8
Média 4,08 687 2,00 2913 844 84 0,20825 1,32775 23 143 %10
7
413 6,90 207 3001 1002 79 0,39900 1,51800 20 pa—
411 7.08 2,07 2020 1032 81 0,39900 155100 17 1,60 x 108
7
413 7.13 208 2916 1036 81 040700  1,53400 n 6.40x 10
s4 4,10 6.95 202 2013 1032 81 035400  1,50500 : 116x 100
Média 412 7.02 206 2938 1026 81 038975 1,52700 16 8
1,09 x 10

S1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L.



Tabela A31 — Resultados de variaveis analisadas no vinho, no final da fermentagao, com o meio de
melaco de menor pureza, nas condi¢des de pH 3,50 e temperatura de 38°C.

Tratamentos pH Fermento Etanol Rendimento  Agticar  Glicerol  Viabilidade  Células
Residual Celular Viaveis
Umido Seco  Materia Fermentacao
Seca
{9/100mL) (%) (%viv) (%) (g/100mL) (%) (cel/mL)
8
3,96 760 2,15 2829 420 &5 025800  0,62500 41 S 40
38
396 7.70 217 2823 424 86 025100  0.62500 40 o
396 7.8 224 2807 424 86 025800  0,62500 46 8
324x10
8
s1 396 7.70 2,16 2811 422 85 025100 062500 37 p—
Média 396 7.75 2,18 28,18 423 86 025450  0,62500 41 8
2.48x 10
8
396 7.48 226 3023 400 52 358100  0,47900 51 iSEiD
396 7.58 2,27 2063 420 55 335100  0.45000 57 8
264x10
396 8
755 228 30,16 4,12 54 327400  0,45300 56 364x10
8
s2 396 7,60 230 3023 4,08 53 399900  0,43400 54 280 10
Media 3.96 7,55 2,28 3014 4,10 54 355125 045650 55 8
333x10
8
384 7.78 2,60 3339 248 28 748900 028600 44 342x10
393 793 263 311 282 29 6,15100  0,32300 47 8
352x10
8
393 793 263 3321 254 28 588700  0,31800 37 S it
8
s3 392 7.90 2,64 3340 250 28 7.44700  0,33200 39 20410
Media 393 7.89 2,63 3328 254 28 674350  0,31475 42 8
2,77 x 10
8
387 755 294 3891 082 7 16,33000 0,12700 o
8
388 7.98 314 3930 088 7 1666000  0,13400 26 B
8
388 7.88 3,09 3918 084 7 1604000  0,15000 20 TR
8
s4 388 7.90 313 3956 082 7 1609000 0,13600 24 14410
Media 388 7.83 3.07 3024 084 7 1628000 0,13675 23 i 108

S1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L.
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Tabela A32 — Resultados de variaveis analisadas no vinho, no final da fermentagdo, com o meio de
melago de maior pureza, nas condi¢des de pH 3,50 e temperatura de 38°C.

Tratamentos pH Fermento Etanol Rendimento Acucar Glicerol  Viabilidade Células
Residual Celular Viavers
Umido Seco  Matéria Fermentagdo
Seca
(g/100mL) (%) (%viv) (%) (g/100mL) (%) (cel/mL)
407 6,73 1 2913 3 131 7
96 96 86 0,13100 0,61500 1 720x 10
4,08 7.00 204 29,09 3 86 ; 7
.98 0,17500 0,63100 14 6,00 x 10
4,06 6.90 198 2864 398 86 0,15800 0,66400 10 7
480 x10
s1 4,08 7,08 2,02 2848 398 86 020100  0,64700 17 8
132x10
Media 407 6,93 2,00 28,84 398 86 0,16625 063925 13 7
7,80 x 10
4,03 6,18 1 1, 7 7
94 3143 570 7 0,19200 0,83900 4 280 %10
v Ly L Ly . » 6
403 5,90 1,86 3152 576 78 0,23000 0,82900 2 8.00 x 10
4,02 6,00 1,90 3158 578 78 0,22000 0,84500 2 770x 1 |:‘6
4 7
s2 02 6,03 188 31,21 574 77 0,26800  0,81500 [ 360x10
Média 403 6,03 1,90 31,44 575 78 0,22750 083225 4 7
1,99 x 10
398 6,40 2,06 3216 720 77 0,61500 1,02400 3 7
1,60 x 10
7
398 638 206 3227 7,22 78 0,73900 1,02700 4 200x 10
7
397 633 202 3195 722 78 0,86200 093700 2 120x10
s3 397 6,28 203 3230 724 78 0,71600 1,07200 6 360x 1 07
Media 398 6,35 2,04 3217 722 78 0,73300 1,01500 4 7
210x 10
P
392 6,38 223 3488 632 55 6.83000 1,00700 13 920 x 10
7
393 6,45 226 3504 616 54 6,65000 1,02100 8 520x 10
7
392 633 222 3503 632 55 6,94000 1,02700 8 400x 10
7
54 392 6,35 2,24 35,31 6,18 54 6,73000 0,99500 8 520 x 10
Media 392 6,38 224 35,07 6,25 55 6,78750 1,01250 9 7
590 x 10

S1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L.



Tabela A33 — Resultados de parametros cinéticos no vinho, no final da fermentacdo, em meio de
sacarose, nas condigoes de pH 3,50 e temperatura de 38°C.

Tratamentos Fator de Velocidade Media  Velocidade Média

Conversao de Formacao de Consumo
Substrato de de
em Produto Etanol Substrato
(Mes) (mLAL/h) (g/L/h)
0,42518 14,667 25,400
0,43901 14,667 25,400
042715 14,600 25,400
s1 043110 14,667 25,400
Wedia 043111 14 667 25,400
0,42912 16,150 27,725
0,43701 16,050 27,725
0,43306 16,100 27,725
s2 042713 16,200 27,725
Media 0.43207 16,125 27,725
041109 12,686 22,200
0,41495 12,571 22,200
040721 12571 22,200
s3 040583 12,686 22,200
Media 0,40980 12,629 22,200
0,40594 12333 21,722
0.40333 12,178 21,722
0,40205 12,289 21,722
S4 0,40854 12311 21,722
Medi 0.40528 12,278 21,722

S1- 80gARTI/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L.
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Tabela A34 — Resultados de parametros cinéticos no vinho, no final da fermentagao, em meio de
xarope, nas condigoes de pH 3,50 e temperatura de 38°C.

Tratamentos Fator de Fator de Velocidade Media  Velocidade Media Velocidade Média
C 3 Cc 3 de de Formacao de Consumo
Substrato Substrato Crescimento de de
em Células em Produto Celular Etanol Substrato
(Yxrs) (Yes) (g/h) (mL/L/h) _ {g/Lim)
0,03587 0,46249 086117 14,067 24,007
0,03517 0,45798 0,84467 13933 24,013
0,04167 0,46378 0,99765 14,067 23,940
S1 0,03953 0,46236 094917 14,067 24,013
Media 0,03803 046165 091257 14,033 23,993
0,04087 0,43446 1,154486 15,550 28,250
0,04455 0,43582 1,25852 15,600 28,253
0,04169 043722 1,17790 15,650 28,253
52 0,04027 0,44005 1,13758 15,750 28,250
Media 0,04183 0,43724 1,18168 15,650 28,251
0,00281 043141 0,07213 14,033 25675
0,00353 0,43197 0,09063 14,033 25,642
0.00341 0,43824 0,08680 14,133 25,455
s3 0.00317 043416 0,08107 14,067 25,573
Media 0,00334 0,43384 0,08538 14,067 25,586
0,00783 0,41082 025115 16,700 32,085
0,00765 0,42312 0,24580 17,200 32,085
0,00827 0,42494 0,26518 17,267 32,072
sS4 0,00542 042214 0,17423 17,200 32,160
Media 0,00740 0,42046 023746 17.100 32,100

S1- 80gART/L; S2 - 120gARTI/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L.

Observacdo: o meio de xarope (A) foi o Unico que apresentou crescimento celular.
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Tabela A35 — Resultados de pardmetros cinéticos no vinho, no final da fermentacdo, em meio de
melago de menor pureza, nas condigdes de pH 3,50 e temperatura de 38°C.

Tratamentos Fator de Velocidade Media  Velocidade Média
Conversao de Formacao de Consumo
Substrato de de
em Produto Etanol Substrato
(Yer) {mL/L/h) (g/L)
0,42518 10,500 18,500
0,43901 10,600 18,500
042715 10,600 18,500
S1 043110 10,550 18,500
Media 043111 10,575 18,500
042912 13,333 27.700
0,43701 14,000 27,700
0,43306 13,733 27,700
s2 0,42713 13,600 27,700
Média 0,43207 13,667 27,700
0,.41109 2,480 7,090
0,41495 2,620 7.090
0,40721 2.540 7.0%0
S3 0,40553 2,500 7.090
Media 0,40580 2,540 7,080
0,40594 0,586 1,707
0,40333 0,629 1,707
0,40205 0,600 1,707
S4 0,40854 0,586 1,707
Méd 0,40529 0,600 1.707

S1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L.
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Tabela A36 — Resultados de parametros cinéticos no vinho, no final da fermentagdo, em meio de
melaco de maior pureza, nas condi¢oes de pH 3,50 e temperatura de 38°C.

Tratamentos Fator de Velocidade Media  Velocidade Média
Conversao de Formacao de Consumo
Substrato de de
em Produto Etanol Substrato
(Yes) (mLL/h) (g/Lih)
044722 13,200 23,297
0,45233 13,267 23,150
0.45122 13,267 23,207
s1 0,45403 13,267 23,063
Media 045176 13,267 23,179
0,38857 14,250 28,220
0,40412 14,400 28,125
0,40516 14.450 28,150
s2 0,40408 14,350 28,030
Media 0,40298 14 363 28,131
041346 14,400 27,490
041838 14,440 27242
042219 14,440 26,996
s3 0,41883 14,480 27,288
Media 0,41820 14,440 27,254
0,45556 15,800 27,375
0,43685 15,400 27,825
046018 15,800 27,100
S4 044144 15,450 27625
Media 044841 158613 27.481

S1 - 80gART/L; S2 - 120gART/L; S3 - 160gART/L; S4 - 200gART/L.
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7.5. A cinética da fermentagao alcodlica em substrato de glicose
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Tabela A37 — Resultados da cinética da liberagdo de CO, (/100mL vinho), de fermentacgao
alcooilca em substrato com 80g / L de glicose, nas condi¢cdes de indculo inicial de
10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)

1 2 3 4 Média
1 1,041 1,116 1131 1,182 1,118
2 1,709 1,737 1,739 1,770 1,730
3 0,432 0,355 0,263 0,278 0332
4 0,054 0,051 0,05 0,045 0,051
5 0,039 0,040 0,034 0,032 0,036
6 0,027 0,030 0,028 0,021 0,027
7 0,025 0,031 0,022 0,024 0,026
8 0,020 0,017 0,020 0,028 0,021

Tabela A38 — Resultados da cinética da liberacdo de CO, (g/100mL vinho), de femrmentagio
alcooilca em substrato com 120g / L de glicose, nas condigdes de indculo inicial de
10°® células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)

1 2 3 4 Média
1 1,116 1,180 1,110 1312 1,180
2 1815 1,833 1,863 1,847 1,840
3 1,399 1,452 1,427 1316 1,399
4 0,497 0547 0,479 0,366 0,472
5 0,064 0,064 0,064 0,059 0,063
< 0,03 0045 0043 0053 0,045
7 0,046 0,033 0,034 0,030 0,036
8 0,033 0025 0031 0,028 0,029
9 0018 0,019 0028 0,025 0,023
10 0,020 0,021 0,021 0019 0,020
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Tabela A39 — Resultados da cinética da liberagdo de CO, (g/100mL vinho), de fermentagdo
alcodlica em substrato com 160g / L de glicose, nas condigdes de indculo de 10°
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeti¢oes)

1 2 3 B Media
i 1,129 1,161 1,163 1,242 1,174
2 1,800 1,816 1,825 1,779 1,807
3 1,491 1,459 1,464 1,491 1,476
= 1073 1,082 1,077 1,049 1,070
5 0620 0,746 0,696 0738 0,720
6 0377 0,446 0386 0416 0,406
7 0,152 0,102 0,152 0,100 0,128
8 0,060 0,067 0,066 0,073 0,067
9 0,042 0,049 0,034 0,04 0,041
10 0022 0,030 0,033 0,029 0,020

Tabela A40 — Resultados da cinética da liberagcdo de CO, (g/100mL vinho), de fermentagio
alcodlica em substrato com 200g / L de glicose, nas condiges de indculo de 10°
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigdes)

1 2 3 4 Média
1 0876 0918 0929 0989 0928
2 1,646 1.664 1,673 1,662 1,661
3 1,509 1,446 1,445 1,433 1,458
4 1,203 1,168 1,195 1177 1,186
5 0834 0943 0,928 0922 1.182
6 0,613 0673 0614 0,659 0,640
7 0327 0,403 0341 0,385 0,364
8 0,203 0,243 0,219 0,236 0,225
9 0,141 0,170 0,157 0,164 0,158
10 0,085 0122 0,100 0,110 0,107
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Tabela A41 — Resultados da cinética da formacao de etanol (% viv), de fermentacao alcoodlica em
substrato com 80g / L de glicose, nas condigdes de indculo de 10° células viaveis /
mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)

1 2 3 4 Média
1 1,800 2,000 2,060 2,160 2,030
2 3,920 3980 4,020 4,140 4015
3 4,140 4160 4,040 4,160 4125
4 4,160 4,160 4,100 4180 4150
S 4,180 4180 4,140 4,200 4175
6 4240 4,240 4,20 4,260 4235
7 4,240 4,220 4,160 4,240 4,215
8 4,200 4,220 4,160 4240 4,205

Tabela A42 — Resultados da cinética da formagao de etanol (% vA), de fermentaagéo alcodlica em
substrato com 120g / L de glicose, nas condigdes de inoculo de 10° células viaveis /
mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)

1 2 3 B Media
1 2,020 1,900 2,020 2,280 2055
2 4420 4,200 4,220 4540 4345
3 5620 5,640 5,720 5,680 5,665
4 6,040 6,100 6,100 6,080 6,080
5 6,020 6,120 6,120 6,120 6,095
6 6,280 6,200 6,280 6,280 6,260
7 6,200 6,300 6,280 6,280 6,265
8 6,220 6,300 6,320 6,300 6,285
9 6,180 6,280 6,280 6,300 6,260
10 6,20 6,320 6,320 6,320 6,290
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Tabela A43 — Resultados da cinética da formacgao de etanol (% viv), de ferme
substrato com 160g / L de glicose, nas condigdes de inoculo de 10

mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

maééo alcoodlica em

células viaveis /

Tempo (h) Amostras (Repeti¢oes)

1 2 3 4 Média
1 2,020 2,080 2,100 2,320 2125
2 4,160 4,240 4,260 4240 4225
3 5,880 5920 6,000 6,140 5985
4 7,140 7,180 7.180 7,180 7,170
5 7.860 7,960 7,860 7.980 7.915
6 8,340 8,480 8,300 8,480 8,400
7 8340 8,480 8,440 8,500 8,440
8 8360 8560 8,400 8520 8,460
9 8,380 8,580 8,480 8,520 8,490
10 8,360 8,560 8,380 8,500 8,450

Tabela A44 — Resultados da cinética da formagao de etanol
glicose, nas condigdes de inéculo de 10°

(% viv), de fermentagao alcodlica em substrato com 200g / L de
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Media
1 1,700 1,780 1,780 1,960 1,805
2 3,720 3,840 3,880 3,880 3,855
3 5440 5,540 5,580 5,640 5,550
4 6,880 6.90 6940 7.000 6,930
S5 7,900 7,980 8,000 8,000 7970
6 8,580 8,680 8,680 8,720 8,665
7 8,860 9,260 8,980 9,100 9,050
8 9120 9,340 9,20 9,280 9235
9 9120 9,420 9320 9,480 9335
10 9,180 9,520 9,380 9,560 9,410
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Tabela A45 — Resultados de rendimento da fermentagdo (%), em substratos com 80, 120, 160, e
200g / L de glicose, nas condigdes de inoculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial
3,50 e temperatura 38°C.

gglicose /L Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Media
80 80,83 80,90 9,81 81,24 80,70
120 79,82 81,49 81,30 81,32 80,98
160 80,51 82,38 80,73 82,00 81,41
200 71,11 73,64 72,64 73,92 72,83
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Tabela A46 — Resultados da cinética de consumo de substrato (g/100mL), de fermentagdo
alcodlica em substrato com 80g / L de glicose, nas condigdes de inoculo de 10°
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticdes)
1 2 3 4 Média

0 8025078 8056426 8050157 8059561  8,047806
1 4796238 4557994 4338558 4068966  4,440439
2 0166144 0172413 0,163009 0,181818  0,170846
3 0081191 0081505 0081818 0081505 0,081505
4 0005329 0005172 0004765 000627  0,005384
5 0005852 0007398 0006176 0008019 0006364
6 0006082 0005141 0004201 0004205  0,004929
7 0005766 0005925 0006426 000674 0006215
8 0007053 0006771 0004922 0005455  0,00605

Tabela A47 — Resultados da cinética de consumo de substrato (g/100mL), de fermentagao alcodlica em substrato com 120g
/ L de glicose, nas condigdes de inéculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 4 Media

9] 11,99687 11,97806 12,00627 12,00314 11,99608
1 7,658307 7,799373 7579937 7.065830 7525862
2 3,062695 3,498432 3,37304 2827586 3,190438
3 0,702194 0,783609 0,721003 0,768025 0,743730
4 0005423  0,004389 0003856  0,005204 0004718
5 0,005078 0,003918 0005047  0,004859 0,004726
6 0,007931 0,005705 0,00652 0,006740 0006724
7 0,006771 0007053  0,006489 0,005611 0,006481
8 0,006677 0007367  0,007241 0,006207  0,006873
9 0,005611 0007273  0,006803 0005580  0,006317
10 0,005361 0,006583 0,005956 0005705  0,005901
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Tabela A48 — Resultados da cinética de consumo de substrato (g/100mL), de fermentacio
alcodlica em substrato com 160g / L de glicose, nas condigdes de indculo de 10°
células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 4 Media
0 16,03762 16,04702 16,03135 16,0094 16,03135

1 11,73041 11,84953 11,60815 11,3791 11,64185

2 7357367 7601881 7366771 7451411  7,444357
3 4247649 4467085 4103448 415674 424373
4 2047022 2166144 2081505 2075235  2,092476
5 0686520 0730408 0711599 0652088 0,695141
6 0068871 0069655 0068966 0068777  0,069067
7 0005208 0005172 0005423 000558  0,005368
8 000532 0005235 0005266 000511  0,005251
9 0005361 000558 0005455 0005549  0,005486
10 0004850 0005674 0004702 0005643 0005219

Tabela A49 — Resultados da cinética de consumo de substrato (g/100mL), de fermentacao alcoolica em substrato com 200g
/ L de glicose, nas condigoes de inéculo de 10°® células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigdes)
1 2 3 4 Meédia

0 19,93730 19,96552 19,94357 19,97492 19,95533
1 16,49843 16,52052 16,50224 16,35083 16,46801
2 13.07524 13,26018 12,47962 12,66144 12,86912
3 9551724 9,680251 9438872 9,626959 9574452
4 6,915361 7087774 6,84326 7,297806 7,036050
5 4906865 5,009404 4905956 4,705329 4904389
6 3,404388 3,420083 3,622257 3,451411 3,474530
7 3.010072 2656740 2996865 2,721003 2846365
8 2,678683 2,264890 2539185 2373041 2,463950
9 2,490596 2,098746 2,449843 2167712 2301724
10 2311912 1,870219 2322884 1,979624 2,146160
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Tabela A50 — Resultados da cinética da formagao de glicerol (g/100mL), de fen’nentat;ao alcodlica
em substrato com 80g / L de glicose, nas condi¢des de indculo de 10° células viaveis
/ mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetighes)
1 2 3 4 Meédia

1 0,299408 0347928 0328994  0,358579 0333727
2 0571597 0560946 0527810 0577514 0550467
3 0589349  0,547928 0,533727 0,562130 0,558284
4 0573964  0,602366 0569230 0521893 0,566863
5 0605917 0,584082 0,592899 0,600000 0,598225
6 0691124 0601183 0626035 0615384 0633432
7 0,585798 0570414 0585798 0502958 0,561242
8 0,583431 0,566863 0545562  0,579881 0,568934

Tabela A51 — Resultados da cinética da formag&o de glicerol (9/100mL), de fermentagéo alcoohca
em substrato com 120g / L de glicose, nas condigdes de indculo de 10° células
vidveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigcoes)
1 2 3 4 Média

1 0,345562 0,342011 0402366 0417751 0376523
2 0,617751 0,608284 0629585  0,624852 0,620118
3 0,771597 0,766863 0749112  0,731360 0,754733
4 0,745562 0,650171 0,762130  0,779881 0,736686
5 0,823668 0,704142 0,758579  0,762130  0,762130
6 0,778658 0,743195 0707692  0,728994  0,739645
7 0,712426  0,653254 0824852 0728994  0,729882
8 0,758579 0,753846 0,724260 0,656804 0723372
9 0733727 0641420 0732544  0,749112 0.714201
10 0766863  0,792899 0753846 0814201 0,781952
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Tabela A52 — Resultados da cinética da formagao de glicerol (g/100mL), de fermentagdo alcodlica
em substrato com 160g / L de glicose, nas condigdes de inculo de 10° células
viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 4 Média

1 0369230 0368047 0376331 0,398816 0,378106
2 0604733 0648520 0633136 0628402 0,628608
3 0824852 0801183 0807100 0840236 0,818343
4 0,885207 0,882840 0862721 0861538 0,873077
5 0841420 0899408  0,899408 0913609 0,888461
6 0897041 0931360 0889940 0918343 0,900171
7 0920710 0911242 0,927810 0927810 0921893
8 0965680 0910058 0899408 0921883 0924260
9 0928984 0957396 0936094 0943195 0941420
10 0960846  0,900591 0830177 0944378 0,934023

Tabela AS3 — Resultados da cinética da formagao de glicerol (g/100mL), de fermentacao alcoolica em substrato com 200g /
L de glicose, nas condigdes de inoculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticdes)
1 2 3 E Média

1 0440236  0,452071 0,472189 0,553846 0,479586
2 0818934 0817751 0,728994 0,789349 0,788757
3 0942011 0956213 0927810  0,899408 0,931361
= 1,030053 0,992899 1,055621 0,998816 1,021597
5 1,059171 1,041420 1,009467 1,001183 1,027810
6 0,959763 1,054437 1,063905 1,088757 1041716
7 1,095858 1,018934 1,.041420 1072189 1,057100
8 1,046153 1,086380 1,106508 1,078106 1,079289
9 1,062721 1,100591 1,061538 1,073372 1,074556
10 1,072721 1,054437 1,104142 1,108875 1,085044
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Tabela A54 — Resultados do teor do fermento amido (g/100mL), de fermentacgdo alcodlica em substrato com 80g / L de
glicose, nas condiges de inéculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)

1 2 3 ) Média
0] 6,930 7,300 6950 7,180 7,080
1 5950 5,950 6,130 6,180 6,053
2 6,800 6,750 7,280 7,400 7,058
3 6,650 6,500 6,600 6,480 6,558
4 6,680 6,500 6,450 6,430 6515
5 5,980 6,000 6,000 6,180 6,040
6 6,400 6,400 6,400 6,430 6,408
7 6,280 6,080 6,250 6,280 6,223
8 6,000 6,030 6,000 6,080 6,028

Tabela AS5 — Resultados do teor do fermento Gmido (g/100mL), de fermentagdo alcodlica em substrato com 120g / L de
glicose, nas condigdes de indculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Média
0] 6930 7,280 7.250 6,950 7,103
1 6,400 6,530 6,600 6,580 6,528
2 7,430 7,050 6,580 6,650 6,928
3 6,400 6,600 6,630 6,650 6570
4 6,780 6,780 6,780 6,650 6,748
5 6,430 6,480 6,630 6,600 6,535
6 6,500 6550 6,500 6,450 6,500
7 6,530 6,800 6,680 6,530 6,635
8 6,500 6,580 6,700 6,580 6,590
9 6,380 6,500 6,480 6,400 6,440
10 6,530 6,630 6,600 6,550 6,578
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Tabela AS6 — Resultados do teor do fermento Umido (g/100mL), de fermentagdo alcodlica em substrato com 160g / L de
glicose, nas condigdes de indculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 < Média
0 7,730 7,600 8,000 8,080 7.853
1 5,830 6,180 6,100 6,280 6123
2 6,000 6,050 6,150 6,150 6,088
3 6,150 6,130 6,330 6,250 6,215
4 6,150 6,150 6,300 6,200 6,200
5 6,280 6,250 6350 6,350 6,308
6 6,530 6,430 6,500 6,380 6,460
7 6,430 6,280 6,480 6,430 6,405
8 6,380 6,300 6,930 6,700 6578
9 6,780 6,580 6,730 6,500 6,648
10 6550 6,500 6,630 6,430 6,528

Tabela AS7 — Resultados do teor do fermento Gmido (g/100mL), de fermentagdo alcodlica em substrato com 200g / L de
glicose, nas condi¢cdes de inoculo de 10 células viaveis / mL, pH inicial 350 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticdes)

1 2 3 4 Média
¢] 7,180 7,150 7,380 7,430 7,285
1 6,530 6,630 6,630 6,630 6,605
2 6,150 6,050 6,280 6,150 6,158
3 6,250 6,230 6,430 6,200 6,278
4 6,130 6,080 6,050 6,050 6,078
5 6,250 6,230 6,280 6,230 6,248
6 6,280 6,180 6,330 6,130 6,230
7 6,380 6,280 6,430 6,500 6,398
8 6,180 6,150 6,200 6,200 6,183
9 6,400 6,380 6,500 6,350 6,408

10 6,350 6350 6,380 6,400 6370
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Tabela AS8 — Resultados da maténa seca do fermento (%MS), de fermentacdo alcodlica em substrato com 80g / L de
glicose, nas condi¢des de indculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticdes)

1 2 3 4 Média
0 27,34 27,18 27,13 27,94 27,40
1 34,32 34,77 34,12 33,91 34,28
2 33,27 33,65 316 31,68 32,55
3 32,98 32,85 32,65 32,73 32,80
4+ 31,86 31,96 32,11 31,58 31,88
5 33,66 33,48 33,31 32,76 33,30
6 32,03 31,95 N7 31,58 31,82
7 32,15 31,69 31.65 31,48 31,74
8 33,06 32,88 32,74 N2 RT3

Tabela ASS — Resultados da matéria seca do fermento (%MS), de fermentagdo alcodlica em substrato com 120g / L de
glicose, nas condigdes de indculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetictes)

1 2 3 = Media
0 29,60 28,15 28,72 233 28,95
1 33,07 3256 33,08 33,56 33,06
2 32,02 35 3522 35,68 3412
3 35,52 35,63 Hoo 344 35,16
4 32,94 33,23 32,92 32,89 33,00
5 33,42 3357 33,27 3,03 3,32
5] 32,38 323 32,01 32,01 32,18
7 31,46 31,46 31,27 31,23 31,36
8 31,37 31,43 31,02 30,77 31,15
e ] 31,61 31,46 31,3 31,12 31,37
10 31,07 31.00 30,71 30,56 30,84
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Tabela A60 — Resultados da matéria seca do fermento (%MS), de fermentag3o alcoolica em substrato com 160g / L de
glicose, nas condicoes de inéculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Média
0 27.48 2854 26901 2747 2753
1 3495 34,74 34,62 346 34,73
2 39,46 30,19 38,81 38,48 380
3 37,78 37,56 36,79 36,61 37,19
4 36,13 35,99 35,61 35,26 »73
5 34,72 34,59 3,85 33,82 3425
6 32,82 33,12 32,62 32,66 32,81
7 255 N5 32,21 3217 2,42
8 32,24 32,28 2965 30,08 31,06
9 31,14 30,97 0,75 3058 20,86
10 31,20 31,15 0,84 30,88 31,02

Tabela A61 — Resultados da matéria seca do fermento (%MS), de fermentacdo alcodlica em substrato com 200g / L de
glicose, nas condi¢des de indculo de 108 células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Média
) 29,76 30,14 29,36 255 29,70
1 3R52 R0 28 RN72 32,74
2 3834 38,70 38,02 37,89 38,24
3 38,60 38,50 38,32 37,78 3832
4 37.93 38,00 38,42 38,28 38,16
5 359 36,28 B9 35,70 3597
= 34,71 35,04 3451 34,8 3477
7 33,88 33,81 3,65 33,48 33,71
8 34,14 33,88 33,79 33,44 33,81
9 32,74 32,45 32,61 32,19 3250
10 32,59 32,16 217 32,08 3225




Tabela A62 — Resultados do teor de fermento seco (g/100 mL), de fermentagdo alcodlica em substrato com 80g / L de
glicose, nas condigdes de indculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h} Amostras (Repetigoes)
1 2 3 4 Média

0 1,894662 1,984140 1,885535 2,006092 1,942607
1 2,042040 2,068815 2091556 2,095638 2074512
2 2262360 2271375 2300480 2344320  2,294634
3 2193170 2135250 2,154800 2,120804 2,151056
4 2128248 2077400 2071085 2030594  2,076834
5 2012868  2,008800 1998600 2024568 2011209
6 2,049920 2,044800 2,028800 2031237 2,038689
7 2,019020 1926752 1978125 1,976944 1975210
8 1,883600 1,982664 1,964400 1,858976 1972410

Tabela AG3 — Resultados do teor de fermento seco (g/100 mL), de fermentacao alcodlica em substrato com 120g / L de
glicose, nas condigdes de inoculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 4 Meédia

0 2051280 2049320 2082200 2038435 2055309
1 2116480  2,126168 2179880 2208248 2157719
2 2379086 2361750 2322082 2372720 2358910
3 2273280 2351580 2326467 2287600 2300732
4 2233332 2252994 2231976 2187185 2226372
5 2,148906 2175336 2205801 2,179980  2,177506
6 2104700 2115650 2080650 2064645 2091411
7 2054338 2139280 2088836 2039319  2,080443
8 2030050 2068094 2078340 2024666 2052538
9 2016718 2044900 2028240 1991680 2020385
10 2028871 2055300 2026860 2001680 2028178
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Tabela A64 — Resultados do teor de fermento seco (g/100 mL), de fermentagao alcodlica em subsirato com 160g / L de
glicose, nas condigdes de ineulo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h} Amostras (Repeticoes)
1 2 3 4 Media

0 2124204 2,189040 2,152800 2195336 2,180345
1 2072535 2,146832 2,111820 2172880 2,126042
2 2,367600 2370885 2386815 2366520 2372983
3 2323470 2302428 2,328807 2,288125 2310708
4 2,221995 2,213385 2,243430 2186120 2,216233
5 2,180416 2,161875 2,149475 2147570 2,159834
6 2143146 2,129616 212030 2,083708 2119193
7 2,092965 2,056700 2087208 2,068531 2076351
8 2,056912 2,033640 2,054745 2,015360 2,040164
9 2111292 2,037826 2,069475 1,88770 2,051573
10 2,043600 2024730 2,044692 1,985584 2,024657

Tabela A65 — Resultados do teor de fermento seco 059!1(]) mL), de fermentagéo alcodlica em substrato com 200g / L de
glicose, nas condigoes de inoculo de 10 células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 4 Média

0 2,136768 2,155010 2,166768 2195565 2,163528
1 2,123556 2,182596 2,174640 2,169336 2,162532
2 2357910 2,341350 2387656 2330235 2354288
3 2418125 2,388550 2463976 2342360 2,405753
4 2325109 2,310400 2324410 2315540 2318965
5 2,249375 2,260244 2255148 2,224110 2247219
6 2179788 2,165472 2,184483 2,133240 2,165746
7 2161544 2123268 2163695 2,176200 2156177
8 2,108852 2083620 2,094980 2,073280 2,090433
9 2,095360 2070310 2,119650 2,044065 2,082346
10 2,088465 2042160 2052446 2,053120 2,054298




Tabela A66 — Resultados da viabilidade celular (%), de fermentacgao alcodlica em substrato com 80g / L de glicose, nas
condigdes de inéculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 4 Média

0 &3 83 83 83 83
1 7 76 67 ™ 72
2 57 73 71 71 68
3 56 62 58 61 50
4 51 61 62 80 S0
S 52 45 S0 &0 52
6 43 56 50 50 54
7 46 57 53 5

8 45 33 50

Tabela A67 — Resultados da viabilidade celular (%), de fermentacgdo alcodlica em Substrato com 120g / L de glicose, nas
condigdes de inoculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Meédia
0 ™ 80 87 86 8
1 74 s 9 81 77
2 78 80 78 80
3 56 62 62
4 53 54 S5 52 54
5 45 47 45 50 a7
6 4 40 A4 9
7 40 34 37 37
8 41 37 36 37
9 3 26
10 30 26 27
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Tabela AG8 — Resultados da viabilidade celular (%), de fermentagdo alcodlica em substrato com 160g / L de glicose, nas
condices de indculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigbes)

1 2 3 4 Media
0 86 84 85 84 85
1 83 76 [i2) 81 80
2 74 80 81 81 e,
3 70 s 6 ™ 72
4 == S8 66 61
5 47 48 49 45 47
6 14 2 18 27 20
7 9 17 15 18 15
8 7 13 8 16 11
9 12 15 f 9 11
10 133 1.5 06 1,29 118

Tabela A69 — Resultados da viabilidade celular (%), de fermentagdo alcodlica em substrato com 200g / L de glicose, nas
condigdes de indculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigbes)
1 2 3 4 Média

0 78 79 79 78 7
1 [ 76 74 68 73
2 70 70 68 66 69
3 64 63 68 74 67
4 3 68 72 78 73
5 64 71 &3 0 64
6 42 4 M 47 43
7 H 28 34 27 31
8 17 27 24 14 21
9 13 18 10 11 13
10 13 7 10 12 11
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Tabela A70 — Resultados do n° células viaveis / mL, de fermentacao alcodlica em substrato com 80g / L de glicose, nas
condices de inéculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeti¢oes)
1 2 3 4 Média

0 488x10° 484x10° 564x10° 524x10° 515x10°
1 548x10° 688x10° 4,16x10° 564x10° 554 x 10°
2 396x10° 524x10° 496x10° 496x10° 4,78 x 10°
3 464x10°  432x10° 424x10° 520x10° 4,60 x 10°
4 348x10° 568x10° 452x10° 464x10° 458x10°
5 400x10° 324x10° 284x10° 440x10° 3,62 x10°
6 448x10° 372x10° 396x10° 556x10° 4.43x10°
7 376x10° 444x10° 460x10° 396x10° 4,19 x 10°
8 264x10°  452x10° 356x10° 348x10° 3,55x10°

Tabela A71 — Resultados do n° células vidveis / mL, de fermentacao alcodlica em substrato com 120g / L de glicose, nas
condicdes de inoculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigdes)
1 2 3 4 Média
6,08x10° 560x10° 6,40x10° 448x10° 564x10°

1 3,00x10° 4,88x10° 4,96x10° 464x10° 4.37x10°
2 576 x10° 552x10° 500x10° 580x10° 552x10°
3 400x10° 396x10° 312x10° 524x10° 4,08 x 10°
4 288x10° 328x10° 380x10° 336x10° 333x10°
5 340x10° 336x10° 356x10° 312x10° 336 x 10°
6 284x10° 280x10° 280x10° 428x10° 3,18 x10°
7 236x10° 3,36x10° 200x10° 208x10° 2.45x10°
8 2,98x10° 240x10° 304x10° 244x10° 272x10°
9 292x10° 204x10° 172x10° 236x10° 226 x 10°
10 1,56x10° 184x10° 220x10° 232x10° 1.98x10°
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Tabela A72 — Resultados do n° células vidveis / mL, de fermentagcdo alcoolica em substrato com 160g / L de glicose, nas
condigdes de inéculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigdes)
1 2 3 4 Média

0 560x10° 552x10° 448x10° 580x10° 535x10°
1 672x10° 408x10° 548x10° 588x10° 554x10°
2 4,44 x10®° 525x10° 464x10®° 512x10° 4.86x10°
3 444x10° 6,76x10° 440x10° 452x10° 5,03x10°
4 384x10° 424x10° 460x10° 464x10° 433x10°
5 272x10° 296x10° 304x10° 332x10° 3,01x10°
6 920x10° 160x10° 120x10° 212x10° 1,46x10°
7 6,80x10° 1,36x10° 1,00x10° 120x10° 1,06x10°
8 560x10° 880x10° 640x10° 920x10° 7,50 x 10’
9 720x10° 800x10° 440x10 600x10° 6,40x10°
10 800x10° 400x10° 400x10° 800x10° 1,50x 10’
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Tabela A73 — Resultados do n° células viaveis / mL, de fermentacdo alcodlica em substrato com 200g / L de glicose, nas
condigdes de indculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeti¢des)
1 2 3 4 Média

0 404x10° 448x10° 508x10° 624x10° 4.96x 10°
1 468x10° 452x10° 476x10° 464x10° 4.65x10°
2 468x10° 504x10° 308x10° 528x10° 4.52x10°
3 392x10° 528x10° 512x10° 460x10° 473x10°
4 380x10° 408x10° 440x10° 524x10®° 438x10°
5 484x10° 584x10° 428x10° 428x10° 4.81x10°
6 252x10° 324x10° 248x10° 308x10° 283x10°
7 200x10° 140x10®° 256x10° 1,80x10° 1,94 x 10°
8 1,16x10° 184x10° 188x10° 760x10° 1.41x10°
9 880x10° 112x10° 840x10° 6,80x10° 8.80x10’
10 960x10° 480x10° 800x10° 760x10° 7.50x10
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Tabela A74 — Resultados do pH do vinho, de fermentagao alcodlica em substrato com 80g / L de glicose, nas condigoes de
inéculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticdes)
1 2 3 E Media

0 350 350 350 350 350
1 388 389 387 385 387
2 371 375 368 375 372
3 3,76 3,80 3,78 3.83 3,79
4 3,77 3,82 38 3,86 3,81
S5 38 383 382 387 383
6 3,79 384 3,82 387 383
7 382 387 384 390 386
8 385 389 3,87 383 3.89

Tabela A75 — Resultados do pH do vinho, de fermentag3o alcoolica em substrato com 120g / L de glicose, nas condi¢des de
inéculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 350 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeti¢des)

1 2 3 4 Média
0 350 3,50 350 3,50 3,50
1 3,76 3,79 3.83 384 381
2 3,68 3.7 382 3,78 3,75
3 3,80 383 381 384 382
- 3,84 3.80 384 387 384
5 3,86 382 384 385 384
6 3,88 388 384 3,85 386
7 387 384 381 389 385
8 3,81 3,79 381 389 383
9 385 386 384 387 386
10 387 388 320 383 390
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Tabela A76 ~ Resultados do pH do vinho, de fermentagdo alcodlica em substrato com 160g / L de glicose, nas condicoes de
inéculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeti¢oes)
1 2 3 4 Média

0 350 3,50 350 3,50 350
1 393 388 398 385 391
2 3,68 3,70 3,70 3,69 3,69
3 395 396 397 395 396
4 391 390 384 404 395
5 390 3.90 3.80 384 3,86
6 380 384 382 385 383
7 381 385 383 387 384
8 382 387 386 389 3,86
9 384 390 389 393 389
10 3,86 392 389 384 3,90

Tabela A77 ~ Resultados do pH do vinho, de fermentagdo alcodlica em substrato com 200g / L de glicose, nas condigcdes de
inéculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticbes)

1 2 3 4 Média
0 350 350 350 350 350
1 379 378 379 378 370
2 385 386 384 388 3,86
3 383 385 384 387 385
4 384 385 385 388 386
5 385 3,86 3,86 390 387
6 387 388 388 392 389
7 389 3,80 389 386 3,90
8 389 403 391 395 395
9 391 393 393 396 393
10 393 385 395 398 395
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Tabela A78 — Resultados da velocidade média de formagao de etanol (mLiL/h), de fermentagdo alcodlica em substrato com
80g / L de glicose, nas condicdes de inculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeti¢coes)

1 2 3 e Média
1 19,000 20,000 20,600 21,600 20,300
2 19,600 19,900 20,100 20,700 20,075
3 13,800 13,867 13,467 13,867 13,750
4 10,400 10,400 10,250 10,450 10,375
5 8,360 8,360 8,280 8,400 8350
6 7,067 7.067 7,000 7,100 7,058
7 6,057 6,029 5943 6,057 6,021
8 5,250 5275 5,200 5,300 5,256

Tabela A70 — Resultados da velocidade média de formagdo de etanol (mL/L/h), de fermentagdo alcodlica em substrato com
120g / L de glicose, nas condigdes de inéculo de 10® células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes}

1 2 3 4 Média
1 20,200 19,000 20,200 22,800 20,550
2 22,100 21,000 21,100 22,700 21,725
3 18,733 18,800 19,067 18,933 18,883
4 15,100 15,250 15,250 15,200 15,200
S 12,040 12,240 12,240 12,240 12,190
6 10,467 10,333 10,467 10,467 10,433
7 8,857 9,000 8,971 8971 8,950
8 7775 7875 7,900 7875 7,856
9 6,867 6,978 6978 7,000 6,956
10 6,200 6,320 6320 6,320 6,290




Tabela A80 - Resultados da velocidade média de formagao de etanol (mL/L/), de fermentacao alcodlica em substrato com
160g / L de glicose, nas condigdes de inéculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 4 Média
1 20,200 20,600 21,000 23,200 21,250
2 20,800 21,200 21,300 21,200 21,125
3 19,600 19,733 20,000 20,467 19,950
4 17,850 17,950 17,850 17,8950 17,925
5 15,720 15,920 15,720 15,960 15,830
6 13,900 14,133 13,833 14133 14,000
7 11,914 12,114 12,057 12,143 12,057
8 10,450 10,700 10,500 10,650 10,575
9 9,311 9,533 9,422 9,467 9433
10 8,360 8,560 8,380 8,500 8,450

Tabela A81 — Resultados da velocidade média de formagdo de etanol (mL/L/), de fermentacao alcodlica em substrato com
200g / L de glicose, nas condigdes de indculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 e Média
1 17,000 17,800 17,800 19,600 18,050
2 18,600 18,200 19,400 19,800 19,275
3 18,133 18,467 18,600 18,800 18,500
4 17,200 17,250 17,350 17,500 17,325
5 15,800 15,960 16,000 16,000 15,840
6 14,300 14,467 14,467 14,533 14,442
7 12,657 13,229 12,829 13,000 12,929
8 11,400 11,675 11,500 11,800 11,544
9 10,133 10,467 10,356 10,533 10,372
10 9,180 9,520 9,380 9560 9410
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Tabela A82 — Resultados da velocidade média de consumo de substrato (g/L/h), de fermentagdo alcodlica em substrato
:o;om 80g / L de glicose, nas condicoes de inéculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura
C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)

1 2 3 4 Media
1 32,288 34984 37,116 39,906 36,074
2 39,295 38,420 39,436 39,389 39,385
3 26,480 26,583 26,561 26,594 26,554
4 20,049 20128 20,113 20,133 20,106
5 16,038 16,098 16,088 16,107 16,083
6 13,365 13,419 13,410 13,425 13,405
7 11,456 11,501 11,491 11,504 11,488
8 10,023 10,062 10,057 10,068 10,052

Tabela AB3 — Resultados da velocidade média de consumo de substrato (g/L/h), de fermentagao alcodlica em substrato
com 120g / L de glicose, nas condi¢bes de inoculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura

ag’c.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)

1 2 3 B Media
1 43,386 4,787 44,263 49,373 44,702
2 44,671 42,398 43,166 45,878 44,028
3 37,649 37,315 37,618 37,450 37508
4 2,979 29,934 30,006 290,995 29978
5 23,984 23,948 24,002 23,997 23,983
6 19,982 19,954 20,000 19,994 19,982
7 17,129 17,101 17,143 17,139 17,128
8 14,968 14,963 14,999 14,996 14,987
9 13,324 13,301 13,333 13,331 13,322
10 11,992 11,971 12,000 11,997 11,990




Tabela A84 — Resultados da velocidade média de consumo de substrato (g/L/h), de fermentacdo alcodlica em substrato
com 160g / L de glicose, nas condigdes de inéculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura

38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeti¢bes)

1 2 3 4 Média
1 43,072 4975 44,232 46,301 43,895
2 43,401 42,226 43,323 42,790 42,935
3 39,300 38,600 38,760 39,509 39,292
4 34,976 34,702 34,875 34,835 34,847
5 30,702 30,633 30,640 30,715 30,672
6 26,615 26,629 26,604 26,568 26,604
7 22,903 2917 22,894 22,863 22,894
8 20,040 20,052 20,033 20,005 20,033
9 17,814 17,824 17,807 17,782 17,807
10 16,033 16,041 16,027 16,004 16,026

Tabela A85 — Resultados da velocidade média de consumo de substrato {g/L/m), de fermentacdo alcodlica em substrato
com 200c / L de glicose, nas condicdes de inoculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura

38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigoes)
1 2 3 4 Media

1 34,389 34,450 34,413 36,241 34873
2 34310 33,527 37,320 36,567 35,431
3 34,619 34,284 35,016 34,493 34,603
4 32555 32,194 32,751 31,683 32,208
5 29,881 2912 30,075 30,539 30,102
6 27,555 27,576 27,202 27,539 27,468
7 24,180 24,727 24,210 24648 24 441
8 21,573 22126 21,755 22,002 21,864
9 19,385 19,852 19,437 19,786 19,615
10 17,625 17,995 17,621 17,995 17,809
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Tabela A86 — Resultados da velocidade especifica média de formacdo de etanol (i), de fermentacdo alcodlica em
substrato com 80g / L de glicose, nas condigdes de indculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 350 e

temperatura 38°C.
Tempo (h) Amostras (Repetigoes)
1 2 3 e Meédia

1 0,734358 0,763046 07773892 0,813541 0,772004
2 0,683812 0,691523 0,689636 0,695940 0,690478
3 0,496648 0512584 0,493258 0516052 0,504636
4 0,385703 0385144 0,390630 0,406196 0394418
5 0,327818 0,328482 0,326909 0,327483 0327696
6 0,272005 0,272776 0,272333 0,275892 0273274
7 0,236793 0,246962 0237128 0,241833 0,240679
8 0,208804 0,209998 0,208937 0,213545 0,210346

Tabela AB7 — Resultados da velocidade especifica média de formagdo de etanol (y,), de fermentagdo alcodlica em
substrato com 120g / L de glicose, nas condigdes de inoculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e

temperatura 38°C.
Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 4 Media

1 0753320 0,705339 0731376 0814947 0,751245
2 0733203 0701823 0,717211 0,75513 0,726842
3 0650435 0631016 0646874 0653265 0,645398
4 0,533661 0534259 0539290 0,54853 0,538835
5 0,442233 0444117 0,437983 0443171 0,441876
6 0392519 0,385513 0397056 0,400134 0,393805
7 0,340301 0332060 0339000 0347231 0,339648
8 0300964 0300554 0300022  0,307001 0,302135
9 0268747 0269332 0271544  0,277409 027178
10 0,241201 0242708 0246113  0,249209 0,244808
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Tabela A88 — Resultados da velocidade especifica média de formacdo de etanol (i), de fermentacdo alcodlica em
substrato com 160g / L de glicose, nas condigbes de indculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 350 e

temperatura 38°C.
Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 4 Meédia

1 0,769293 0,757340 0,784882 0842741 0,788564
2 0,693421 0,705744 0,704373 0,707079 0,702654
3 0665827 0676482 0677858 0,706008 0,681544
4 0,634070 0,640103 0631530 0,648086 0638447
5 0,569056 0581239 0577248 0,586581 0578531

6 0511924 0523824 0,514958 0,535365 0521518
7 0,449312 0,464210 0,455954 0,463341 0,458379
8 0,400998 0415290 0,403342 0417099 0,409182
9 0348093 0,368249 0,355365 0375914 0363155
10 0,322888 0,333891 0323488 0337888 0,329489

Tabela A82 — Resultados da velocidade especifica média de formacdo de etanol (), de fermentacdo alcodlica em
substrato com 200g / L de glicose, nas condigdes de indculo de 10® células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e

temperatura 38°C.
Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 4 Meédia

1 0,631869 0,643708 0,646063 0,713134 0,6586594
2 0622627 0647257 0641316 0674055 0646314
3 0,591 0607690 0595825 0633500 0607226
4 0583885 0589310 0589154 0596421 0,589693
5 0554418 0557339 0550999 0567814  0,558892
6 0517802 0527300 0522711 0537734 0526387
7 0,462183 0491757 0467977 0471505 0473355
8 0426476 0442263 0433271 0441613  0,435906
S 0381712 0399038 0385613 0406737 0393275
10 0350128 0,367950 0360722 0367524 0,361581
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Tabela A0 — Resultados da velocidade especifica média de consumo de substrato (), de fermentagdo alcodlica em
substrato com 80g / L de glicose, nas condicdes de inoculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 350 e

temperatura 38°C.
Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 ) Média

1 1,581183 1,691032 1,774564 1,904239 1,737754
2 1,736888 1,73515 1,714240 1,680177 1,716705
3 1,207366 1,244963 1,232502 1,253877 1,234700
B 0942060 0968910 0971152 0991495 0,968404
5 0,796795 0801377 0,804962 0,795581 0,799679
6 0651976 0,656241 0,660978 0,660949 0,657536
7 0567412 0,596897 0,580806 0581910 0,581781
8 0505270 0,507302 0511940 0513923 0,509659

Tabela A91 — Resultados da velocidade especifica média de consumo de substrato (p), de fermentacdo alcoolica em
substrato com 120g / L de glicose, nas condi¢cdes de inoculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 350 e

temperatura 38°C.
Tempo (h) Amostras (Repeti¢des)
1 2 3 4 Média

1 2,049896 1,965361 2,030447 2,235849 2070388
2 1,877649 1,795200 1,858542 1,933552 1,866336
3 1,656150 1,586786 1,616939 1,637104 1,624245
- 1342327 1,328640 1,344371 1,371320 1,346682
S 1,116083 1,100900 1,088151 1,100770 1,101476
6 0949378 0943158 0961218 0968399 0,955538
T 0833783 0,799402 0820674 0,840444 0,823576
8 0,735035 0,723534 0,721671 0,740674 0,730229
9 0,660659 0,650441 065735 0,668315 0,658443
10 0591043 0,582469 0,592064 0599368 0,591236
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Tabela A92 —~ Resultados da velocidade especifica média de consumo de substrato {us), de fermentagdo alcodlica em
substrato com 160g / L de glicose, nas condigdes de inéculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e

temperatura 38°C.
Tempo (h) Amostras (RepeticGes)
4 2 3 3 Média

1 2078234 1955111 2094407 2130854 2064674
2 1833133 1,780927 1,815092 1,808138 1.808323
3 1,891432 1,676482 1,707298 1,7266892 1,700476
4 1,574103 1,567833 1,554522 1,593481 1572485
5 1,408089 1.416975 1,425441 1,430208 1,420178
6 1,241846 1,230410 1,254727 1,275021 1,255501
7 1,084300 1,114257 1,096881 1,105258 1,102674
8 0974290 0986027 0974944 0992645 0981976
9 0843731 0874649 0,860438 0,894605 0868356
10 0,784535 0792263 0,783817 0805997 0,791653

Tabela A93 — Resultados da velocidade especifica média de consumo de substrato (), de fermentacdo alcodlica em
substrato com 200g / L de glicose, nas condigdes de indculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 3,50 e

temperatura 38°C.
Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 = Média

1 1,619406 1578306 1,625199 1,670603 1,612600
2 1,455116 1,431937 1,563028 1,568258 1,504835
3 1.431629 1,429373 1,421104 1,472583 1,438672
4 1,400143 1,393454 1,408993 1,368463 1,392763
S 1,328408 1,323407 1,333625 1373087 1339634
6 1,264107 1,273430 1,245246 1,290956 1,268435
7 1,118667 1,164565 1,118900 1,132637 1,133602
8 1,022502 1,061892 1,038458 1,061234 1,046021
9 0925150 0,958889 0917013 0967963 0942254
10 0851688 0881190 0,858521 0,876485 0,866971




Tabela AS4 — Resultados do fator de conversdo de substrato em produto (Yy.), de fermentagao alcodlica em substrato com
80g / L de glicose, nas condigoes de inoculo de 10® células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigdes)
1 2 3 4 Média

1 0,464461 0,451231 0438075 0427226 0445248
2 0,356629 0,398454 0,402298 0,414802 0,402313
3 0411348 0411727 0,40018 0411565 0408705
4 0400425 0407823 0402234 0,40968 0,407291
5 0411421 0,408897 0,406229 0411628 0,408794
6 0417338 0,415664 0412016 0417419 0415609
7 0417322 0413744 0408205 0415585 0413714
8 0,413451 0413787 0408128 0415519 0412721

Tabela ASS — Resultados do fator de conversdo de substrato em produto (Yys), de fermentagdo alcodlica em substrato com
120g / L de glicose, nas condigdes de inéculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repeticoes)
1 2 3 L Media

1 0,367492 0358886 0360205 0,364491 0,362768
2 0,39049 0390944  0,385817 0,32054 0,389448
3 0,39274 0,397669 0,400061 0,399037 0,397377
B 0,397565 0,40211 0,401147 0,399981 0,400201
5 0,396237 0,403412 0,402502 0,402601 0,401188
6 0,413448 0,408747 0,413076 0,413191 0412115
7 0,408142 0415386 0413075 0413152 0,412439
8 0,409455 0,415397 0415732 0,414489 0,413768
9 0,406786 0,414075 0,413085 0,414467 0412103
10 0,408084 0416689 0415687 0415787 0,414064
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Tabela A96 — Resultados do fator de conversao de substrato em oduto (Yus), de fermentagdo alcodlica em substrato com
160g / L de glicose, nas condigdes de inéculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigdes)
1 2 3 el Media

1 0370167 0387364 0374736 0,365404 0381840
2 0378271 0396279 0,388065 0,391053 0,388417
3 0393647 0,403513 0,397036 0,408879 0,400768
4 0.402814 0,408272 0,406254 0,406711 0,406012
S 0404134 0410197 0,404961 0410136 0,407357
6 0412228 0418922 0410414 0419887 0415363
7 0,410583 0417238 0,415682 0419215 0415682
8 041158 0421176 0413708 0,420189 0,416663
9 0412564 0422169 0417653 0,420201 0418147
10 0411567 0421187 0412709 0419217 041617

Tabela A97 - Resultados do fator de conversdo de substrato em ofmmo (Yws), de fermentagdo alcodlica em substrato com
200g / L de glicose, nas condigdes de inéculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Amostras (Repetigdes)
1 2 3 <t Média

1 0320189 0407824 0408259 0429194  0,408867
2 0427888 0452015 0410303 0429538  0,429936
3 0413438 0425144 0,419269 0,430196 0422012
k) 0417018 0422913 0418138 0435833 0423476
S 0417355 042114 0,419207 0413528 0417982
6 0,408619 0,414079 0,419765 041654 0.415001

7 0413155 0422267 0418247 041622 041740

8 0417091 0,416486 0417226 0416132 0416734
e 0412505 0416147 0,420509 0420199 0,417362
10 04110299 0,417561 0,420167 0,418316 0,417036
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Tabela A98 — Velocidade instantanea de formagdo de etanol (mL/L/h) durante a fermentagao
alcoolica, conduzida em substmtos com 80, 120, 160 e 200g / L de glicose. nas
condigdes de inéculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Velocidade Instantanea de Formagao de Etanol (mL/L/h)
g glicose / L
80 120 160 200

1,00 7,869 11,956 19,850 17,011
1,50 23,264 22,093 21,580 18,853
2,00 24,252 2;1,706 21,850 19,644
2,50 18,161 22,622 20,999 19,589
3,00 9,981 17,968 19,319 18,879
3,50 2,720 12,243 17,057 17,689
4,00 6,382 14,423 16,180
4,50 0,826 11,581 14,497
5,00 8,662 12,771
5,50 5,758 11,117
6,00 2,927 9,636
6,50 8,413
7,00 7,519
7.50 7,009

8,00 6,924




Tabela A99 — Velocidade instantanea de consumo de substrato (g/L/h) durante a fermentagio
alcodlica, conduzida em subslratos com 80, 120, 160 e 200g / L de glicose, nas
condigdes de indculo de 10° células viaveis / mL, pH inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h) Velocidade Instantanea de Consumo de Glicose (g/L/h)
g glicose / L
80 120 160 200

1,00 2,546 33,937 43,018 33,261
1,50 43,401 46,993 44789 35,364
2,00 49 854 48,588 43,993 36,166
2,50 39,043 43,169 41,333 35,873
3,00 22,830 34,145 37,421 34,681
3,50 8,640 24,005 32,785 32,781
4,00 14,428 27,870 30,354
4,50 6,393 23,050 27,576
5,00 18,633 24613
5,50 14,867 21,626
6,00 11,948 18,766
6,50 10,026 16,179
7,00 14,001
7,50 12,363
8,00 11,386

234




Tabela A100 - Velocidade especifica de formacgao de etanol (pp) durante a fermentacao alcodlica, conduzida em substratos
com 80, 120, 160 e 200g / L de glicose, nas condicdes de inoculo de 10° células vidveis / mL, pH inicial 3.50

e temperatura 38°C.
Tempo (h) Velocidade Especifica de Formagao de Etanol (p¢)
gglicose /L
80 120 160 200

1 0,299396 0,437354 0,736956 0,620882
2 0834212 0,826672 0,726785 0,658586
3 0,366239 0,614017 0,659893 0,619388
s 0,226257 0513651 0550714
5 0,316548 0,448561
6 0,108035 0,351181
7 0275244
8 0,261435

Tabela A101 — Velocidade especifica de consumo de substrato (ps) durante a fermentag@o alcodlica, conduzida em
substratos com 80, 120, 160 e 200g / L de glicose, nas condi¢cdes de inoculo de 10® células viaveis / mL, pH
inicial 3,50 e temperatura 38°C.

Tempo (h}) Velocidade Especifica de Consumo de Substrato (ys)
gglicose /L
80 120 160 200

1 0,122728 1572818 2,023375 1,538058
2 2172634 2,059765 1,853895 1,536176
3 1,061339 1,478310 1,619478 1,441586
4 0,648050 1,257549 1,308946
5 0,862705 1,095265
6 0563790 0,866491
7 0,649344
8 0,544672







