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RESUMO

O emprego do melago de cana-de-agiicar como substrato para obtengdo de etanol
em nosso pais € pratica antiga e rotineira. Por tratar-se de um subproduto da fabricagdo
do agucar cristal e por isso dependente da qualidade da cana-de-agucar, sua composi¢do

€ variavel.

O calculo de rendimento é o principal parimetro para avaliagdo do desempenho
de processos fermentativos utilizando-se esse tipo de matéria-prima, podendo ser obtido
através da determinag¢do da massa de etanol produzido e da determinagdo da massa
residual de acgucares e metabolitos secundarios. Esses dados sdo bastante importantes
para a avaliagdo do processo fermentativo. Na pratica, valores de rendimento proximos
ou superiores a0 maximo tedrico sdo freqientemente observados, demonstrando a

existéncia de erros, ja que outros produtos sdo formados na fermentagéo.

Uma vez que as técnicas analiticas utilizadas em usinas sdo simples e por vezes
inexatas e sendo o melago de cana-de-agucar um substrato altamente complexo e
bastante utilizado nas destilarias, suas analises devem ser realizadas com rigor para

garantir resultados confiaveis.

A partir da fermentagdo de diferentes melagos em diferentes concentragdes, foi
possivel aplicar técnicas de analise no mosto (agicar) e no vinho (etanol e metabolitos:
CO,, glicerol, massa celular, agicar residual e acidez ), com a finalidade de verificar o
comportamento destes melagos frente a pardmetros como rendimento, potencial

xii



fermentativo e produtividade, bem como verificar as possiveis diferencas no rendimento
fermentativo pela comparagdo de calculos aplicando-se uma técnica analitica tradicional
(Fehling), e outra mais atual de determinagdo de carboidratos (Cromatografia liquida de

alta eficiéncia-Detector de pulso amperométrico).

Verificou-se que as técnicas sdo diferentes a niveis de 95% e 93% de confianga,
para valores de agucar residual e rendimento (Ypn) respectivamente. Apesar da analise
estatistica indicar diferenga entre as técnicas, verificou-se boa correlagdo entre as curvas

obtidas.

Verificou-se também que a produgdo de etanol ¢ dependente da concentragdo de
nitrogénio no meio fermentativo, aumentando em fungo do aumento da concentragdo
deste elemento até certos limites. Verificou-se ndo existir correlagdo entre a coloragdo
escura de melagos e o desempenho fermentativo. Alguns melagos esgotados tiveram
baixo desempenho fermentativo, enquanto outros tiveram desempenho superior até
mesmo aos melacos ricos. Desta forma verificou-se que melagos esgotados podem
fermentar bem, porém existe uma limitagdo que deve ser determinada em fungdo da

analise de alguns constituintes, como nitrogénio e sulfito, dentre outros.
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SUMMARY

The use of the sugar cane molasse is employed as fermentation medium for
ethanol production in our country is a common practice. As it’s a by product of the raw

sugar production being dependent of the sugar cane’s quality.

The yield calculation is the main parameter for evaluation of the performance of
this kind of material in fermentation processes, this can be obtained through the
determination of the resulting ethanol mass and by the determination of residual sugar
and secondary products metabolism. That data is quite important for evaluation of the
fermentation process, that have show in practice to occure yield values close or higher
than the theoretic top calculated, revealing discrepancies as a result of other products

formed in the fermentation process.

Since the analytic techniques employed in industries are simple as well as
sometimes inexact, the sugar cane molasse its analyses should be accomplished with
rigidity to guarantee reliable results as it complex fermentation medium quite used in the

distilleries.

Starting using molasses in different concentrations, analysis tecniques were
applied to the must (sugar) and wine (ethanol and metabolism products: CO,, glycerol,
cell mass, residual sugar and acidity), with the purpose of verifying the behavior of these

molasses with fermentation potential and productivity, as well as verify the possible

Xiv



differences in the fermentation yield comparing calculus between applying a traditional
analytic technique (Fehling), and other more current carbohydrates determination (High

Pressure Liquid Chromatography using Pulsed Amperometric Detector).

It was verified that the techniques differed between 95% and 93% in reability, for
residual sugar and yield (Ypn) values respectively. In spite of the indication of statistical
analysis difference among the techniques, good correlation were verified among the

resulting curves.

It was also shown that the ethanol production is dependent of the nitrogen
concentration in the fermentation medium, increasing as a function of this compound
concentration up to certain limits. No correlation was confirmed between the dark
coloration of molasses and the fermentation performance. Some poor molasses had low
fermentation performance, whereas others revealed high fermentation performance even
to the rich molasses. So far it was proven that poor molasses can ferment well, even
though a limitation exist, that should be determined as a function of the some

constituints, as nitrogen, sulfide and others.
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1. INTRODUCAO

As industrias brasileiras pioneiras na produg¢do de etanol surgiram vinculadas as
usinas agucareiras, onde o melago, subproduto da fabricagdo do agucar, era utilizado
como substrato fermentativo com o propésito de transformar esse subproduto, de baixo

valor comercial, em outro de maior valor agregado.

A crise mundial do petroleo no inicio dos anos setenta ocasionou um acréscimo
em seu prego, atingindo trinta délares por barril num intervalo de uma década. Motivado
por essa crise, o etanol passou a ter grande importancia no panorama nacional com a
busca de um combustivel alternativo. Apesar do incentivo a produgdo e uso do alcool, o
Brasil despendeu de 1973 a 1982 cerca de 52 bilhdes de dolares com importagdo de

petroleo.

O uso e produgdo do etanol em larga escala visando diminuir a vulnerabilidade do
pais as instabilidades no Oriente Médio, teve sua semente langada com a cria¢do do
Proalcool em 1975, o qual propiciou aos usineiros grande incentivo através das
concessoes fiscais. Fatores como a disponibilidade de mao de obra, boa experiéncia na
produgdo do etanol para uso industrial, grandes extensdes territoriais aptas ao cultivo da
cana e com clima adequado, capacidade ociosa na industria, falta de economia de divisas,

pouco crescimento interno, grande disparidade de rendas, possibilidade da expansdo da
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produgio de bens de capital, propiciaram sua implantagdo pelo Governo Federal.

Nesse periodo a produgdo de cana-de-agucar cresceu rapidamente, passando de
68 para 220 milhdes de toneladas/safra e a produgdo de alcool prevaleceu sobre a do
acucar. Dados de 1994 mostram que 70 % da cana produzida foi utilizada na produgao
de alcool, totalizando cerca de 12 bilhdes de litros/ano, o que correspondia a uma
participagdo de doze porcento do consumo total de combustiveis, enquanto que
derivados do petroleo como o diesel participava com 41 %, o 6leo combustivel com 21
%, o gas ligliefeito de petroleo com 11 % e a gasolina com 15 %. Desde a criagdo do
Programa, os custos de produgdo do alcool passaram de US$ 70 / barril para cerca de

USS 45 em 1989.

A estabilizag¢do do prego internacional do petroleo a niveis abaixo do previsto no
auge da crise reduziu drasticamente o investimento de capital no setor alcooleiro,
tornando o programa governamental menos competitivo. Com isso, varias destilarias
auténomas na regido Centro-Sul, principalmente Minas Gerais, encerraram suas

atividades.

A grande oferta de petroleo tornou a produgdo de etanol por via fermentativa
menos atrativa e provocou a necessidade de uma mudanga no processo tecnologico para

diminui¢do de custos e aumento na produtividade.

Uma avaliagdo mundial do mercado de agucar do século vinte revela um consumo
crescente a cada ano, devido principalmente ao aumento populacional em paises do
terceiro mundo. Como exemplo podemos citar o Brasil que atingiu cifras elevadas em seu
consumo com valores chegando a quarenta e nove quilos de aglcar per capita. Outros
paises que apresentam elevado consumo sio a Africa do Sul e os Estados Unidos, com

32 kg e 35 kg per capita, respectivamente.

Como o mercado regulador de agucar dos anos 90 revelou uma maior

rentabilidade que o do alcool, sua producdo nos ultimos anos cresceu, ultrapassando
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valores de 11 milhdes de toneladas / safra. Em 93 por exemplo o crescimento esperado
para produgdo de agucar foi estimado em 20 %, enquanto que para o alcool 13 %. Em
fungdo disso, algumas usinas passaram a esgotar a0 maximo o melago aumentando o

rendimento em sacarose.

Durante o Proalcool houve evolugido tecnologica dos processos produtivos. O
Governo incentivou pesquisas que propiciaram melhora na qualidade da matéria prima, na
modernizag¢do dos equipamentos, no controle e automagao dos processos fermentativos,
porém ndao houve um interesse por parte das usinas na implantagio de novas técnicas
analiticas de controle da qualidade que estavam surgindo, como as técnicas
cromatograficas. Com isso, as metodologias permaneceram inalteradas nos laboratorios

das usinas, principalmente pela simplicidade e custo.

Como dito anteriormente, o emprego do melago de cana-de-agucar como
substrato para obtengdo de etanol em nosso pais, € pratica antiga e rotineira. Por tratar-se
de um subproduto da fabricagdo do agucar cristal e por isso dependente da qualidade da
cana-de-agucar, possui variabilidade em sua composi¢do. Fatores como variedade da
cana, condi¢gdes ambientais, estado sanitario da cultura, estadio de maturagao, irrigagao,
uso de residuos (bagaco, cinzas, fuligem de caldeiras, torta de filtro e vinhaga), queima,
corte, carregamento, transporte e deterioragdes alteram a qualidade da cana, e por

conseqiiéncia a do agucar e a do melago.

Somado-se a estes fatores esta o industrial do ramo que busca sempre maximizar
ganhos, alterando os procedimentos produtivos de acordo com a tendéncia dos pregos na
bolsa de mercado de valores do agucar e do alcool. Em outras palavras, ele exige uma
menor exaustdo da massa cozida quando o interesse € produzir alcool e maior exaustdo
quando o interesse é o agucar. Desta forma pode-se gerar melagos com alto conteiido de
sacarose, como aconteceu em grande parte das décadas em que o Proalcool incentivou a
produgdo de etanol para atender seu consumo como combustivel, ou gerar melagos

altamente esgotados como na atualidade onde o preco do aglcar € mais competitivo,
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exigindo desta forma uma grande exaustdo da massa cozida, tornando-a pobre em

sacarose e tendo a relagdo impurezas/sacarose aumentada.

O calculo de rendimento é o principal pardmetro para avaliagdo do desempenho
desse tipo de matéria-prima em processos fermentativos, podendo ser obtido através da
determinaciio da massa de etanol produzida e da determinagdo da massa residual de
acucares e alguns metabdlitos. Portanto, devido a importancia destes dados para
avaliagio da fermentacdo, devem ser obtidos criteriosamente, de forma a garantir um
processo produtivo satisfatorio, uma vez que as estimativas de lucros estdo baseadas no
calculo de rendimento. Porém, freqiientemente na pratica observam-se valores de
rendimento superiores a 100%, evidenciando-se a existéncia de erros, ja que
inevitavelmente outros produtos sio sintetizados a partir do agucar. Por outro lado,
valores muito baixos de rendimento deixam os técnicos com a incerteza se isto €
decorréncia da utilizagio de melagos esgotados ou da inexatiddao das técnicas analiticas

empregadas.

Uma vez que as técnicas analiticas utilizadas em usinas para a analise de agucares
em melago sdo bastante simples e inexatas, e uma vez que este substrato possui grande
variabilidade, ¢ imprescindivel que o monitoramento do alcool e do agucar seja cada vez
mais objeto de estudos, para que o processo fermentativo possa ser  melhor

compreendido e otimizado.

O objetivo deste trabalho foi o de comparar o rendimento € o desempenho
fermentativo de diferentes melacos de cana-de-aglcar entre si e em relagdio a um
controle. Paralelamente, o rendimento fermentativo foi calculado pelas determinagdes de
etanol, dos agucares redutores totais (ART) e metabodlitos do processo, comparando-se

duas técnicas analiticas de determina¢do de ART, uma tradicional e outra mais atual.




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

No Brasil, a fabricagdo de agucar cristal branco a partir da cana-de-agicar, €

realizada conforme as operagdes basicas descritas na Figura 1.

2.1. PROCESSOS DE FERMENTACAO ALCOOLICA

2.1.1. Processo de fermentacio alcodlica por batelada

Os processos de fermentagdo alcodlica convencionais, utilizando inoculagdo nova
a cada batelada, foram amplamente utilizados pelas destilarias nacionais até inicto dos

anos sessenta.

Nesses processos, € inoculado num certo volume de mosto contendo de 100 a
200 g/L. de agucar, sendo a fermentagdo considerada concluida pelo término da atividade
biologica, que por sua vez € conseqiiéncia da falta de nutrientes ou do excesso de etanol
que € um dos inibidores do processo. O vinho € enviado para destilagdo e novo ciclo €

iniciado apos sanitizagdo da dorna.
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Figura 1. Fluxograma do processo de fabricagdo de agicar cristal branco
Fonte: Leme Junior & Borges ! citado por Pulzatto (1995).

1 LEME JUNIOR, J; BORGES, IM. Aqucar de cana.  Vigosa : Imprensa Universitéria, 1965 328p
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A batelada, caracterizada pela baixa produtividade alcodlica, tempo elevado de
processamento, bem como dificil operacionalizagdo, foi substituida pelo processo Melle -
Boinot em meados da década de sessenta. Neste processo, classificado como batelada
alimentada, a alimentagdo do substrato € continua em cada batelada e existe o reciclo do
indculo para bateladas seqiienciais. Além disso o processo permite o tratamento acido do
leite de levedura que possibilita a eliminagdo de possiveis contaminantes. A batelada
alimentada representou ganhos em rendimento, melhor operacionalizagdo e redugdo nos

tempos gastos (Drews', citado por Carvalho, 1996).

2.1.2. Processo de fermentacao alcodlica continua

A fermentag¢io continua surgiu com o decorrer do desenvolvimento dos processos
em batelada e representa atualmente a forma mais segura e barata para a produgio de
etanol em escala industrial, caracterizando-se pela alta produtividade, facilidade,

flexibilidade e custo operacional reduzido.

Através de métodos de otimiza¢do e utilizagdo de modelos matematicos foi
possivel projetar as novas plantas para que estas atingissem o maximo de produtividade,
sendo que novos valores de pardmetros de operagdo foram assumidos, aumentando a
flexibilidade da planta e tornando-a capaz de absorver oscilagdes durante a safra

(Andrietta, 1997).

O fluxograma do processo de fabricagdo do 4alcool etilico na fermentagdo
alcodlica continua esta simplificado na Figura 2, que ilustra desde a etapa de obtengdo da
cana-de-agucar até a do alcool hidratado. A Figura 3 destaca o processo de fermentag@o

alcoodlica continua.

'DREWS.W.A. A fermentagio do melaco de cana de agucar no Brasil. In: SIMPOSIO DE
FERMENTACAO, 1964, Sdo Paulo. Anais. p.213-222.
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Figura 2. Fluxograma de fabricacdo de alcool.

Fonte: Guerreiro (1995).
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Figura 3. Processo continuo de fermentagéo alcodlica.
Fonte: Andrietta (1997).

2.1.2.1. Evolucio do processo de fermentaciio alcodlica continua

A) Recentrifugacéio do fermento

A recentrifugagdo do fermento, visa diminuir a quantidade de metabolitos

reciclados ao processo, pois com a recentrifugagdo € possivel promover uma lavagem do
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fermento diminuindo a quantidade de vinho que retorna ao processo junto com o leite de

levedura.

Dentre as vantagens desta técnica, pode se destacar a menor acidez no fermento
devido ao baixo consumo de acido, o que evita danos as células e proporciona maior
velocidade de fermentagdo devido a menor quantidade de etanol e outros metabolitos
reciclados. Como desvantagens estdo o maior consumo de energia devido maior numero

de centrifugas e maior custo de manutengéo e dificuldade de operagido (Andrietta, 1997).

B) Decantadores para separaciio de células

Para seu funcionamento é necessario a utilizagdo de linhagens de leveduras

floculantes. A dindmica desse processo € lenta e afeta as células pela exposigdo ao alcool.

Esta técnica também apresenta vantagens como o baixo custo de instalagéo,
operagdo e manutengdo, baixo consumo de energia e facilidade de operagdo. No entanto

a dindmica do processo € lenta e apresenta baixa estabilidade (Andrietta, 1997).

2.2. MELACO

A utilizagdo do melago como substrato fermentativo na induastria alcooleira
brasileira ¢ tradicional. Com relagdo aos seus componentes, alguns servem como
nutriente sendo fator de crescimento para as leveduras como o inositol, acido pantoténico
e biotina (Ramm-Schimidt, 1988). Também sdo uteis para a levedura, magnésio, calcio,
zinco, manganés, ferro, cobre, molibdénio, cobalto e boro. Porém, nem todos os seus
contituintes sdo benéficos para o processo como o aluminio, mercurio, chumbo, estanho,
sodio, litio, fluor, ouro, prata, cadmio, paladio, 6smio, cromo, torio, urdnio, vanadio

(Amorim, 1996). Outro fator prejudicial ¢ a decantagdo de substancias ndo
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fermentesciveis nas dornas (Ramm-Schimidt, 1988).

A atuagio de alguns elementos como o potassio, depende de sua concentragdo no
substrato. Como esse componente ¢ abundante no melago, representando cerca de 35%
do contetdo salino, a produgdo de etanol pode ser dificultada. O melago usado em
fermentagdo alcoodlica € diluido a 28° Brix atingindo valores médios de potassio em torno
de 15000 ppm. Em concentragdes adequadas, o potassio pode favorecer a fermentagio,
participando como ativador enzimatico das reagdes de glicolise, estabilizador de
membranas, controlador do pH intracelular, aumentando tolerancia ao ion H', ativador da
absor¢do de zinco e cobalto (Amorim, 1996). Segundo Johnson & Lefebvre (1988) sua

presenga € considerada util em valores de até 120 ppm, ocorrendo inibi¢do com 400 ppm.

A remogdo do potassio pode ser realizada pelas técnicas de osmose reversa,
eletrodialise ou troca idnica, sendo a osmose reversa a de menor custo operacional. O
aumento na eficiéncia fermentativa por essa técnica chega a 10%, significando um lucro
de doze dolares por tonelada. Como o custo por tonelada de melago clarificado e
dessalinizado chega a 5 dolares, considerando-se uma vida util da membrana em torno de
200 horas e capacidade produtiva de 200 toneladas/dia, o lucro pode ser de 7 dolares

para cada tonelada produzida (Johnson & Lefebvre, 1988).

O controle do processo fermentativo, assim como sua otimiza¢do, tem sido objeto
de varios estudos. Bose & Ghose (1973), avaliaram a influéncia da uréia e do fosfato
como suplemento nutricional do melago durante fermentacdo em batelada. Com esse
processo o autor obteve 43% em alcool baseados no total de agucar inicial com 91% de
conversdo do agucar em alcool em 14 horas de fermentagdo. Com respeito a cinética
fermentativa, Borzani ef al. (1993) avaliaram a correlag@o entre o tempo necessario para
a completa fermentagdo e a concentragdo inicial de agicar e células de levedura,
utilizando também o melago na fermentagdo em batelada, concluindo que a relagao entre

esses dois ultimos parametros é exponencial.

O melago, subproduto obtido durante a fabricacdo do agucar, concentra todas as
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impurezas soluveis provenientes do caldo de cana (Figura 1). Nas centrifugas, apos
inje¢do de agua e vapor obtem-se os chamados mel pobre e rico, respectivamente. Esses
méis sdo retornados ao cozedor para extracdo de mais sacarose. Esse retorno ao
processo e posterior centrifugag¢do gera um mel inferior, que é conhecido por mel final ou
melago, considerado um xarope residual de onde nido mais € viavel a extragdo de

sacarose.

A produgdo anual mundial de melago de beterraba e de cana de agicar em 1987
foi de 37 milhdes de toneladas. Setenta por cento dele foi utilizado como suplemento de
carboidratos para a industria de ragdo animal (Johnson, 1984) e o restante como
substrato de fermentagdo para obten¢do de dezenas de produtos como o acido citrico,
acido acético, acetona, dextrana, rum, glicerol, goma xantana, glutamato monossodico e

etanol (Johnson & Lefebvre, 1988).

Varios autores apresentam os constituintes do melago, conforme pode-se

observar na Figura 4 e Tabela 1.

Com referéncia aos contituintes do melago de cana-de-agucar descritos na Figura
4 e Tabela 1, podemos observar que a quantidade de agucares redutores € bastante
consideravel e que os valores analiticos oscilam. Atribui-se essa variagdo as diferengas

existentes entre as variedades de plantas e a fatores edafo-climaticos.
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Figura 4.Constituintes do melago de cana-de-agicar
Fonte:Binkley & Wolfrom (1953)
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Tabela 1. Constituintes do melaco de cana-de-acucar.

14

Componentes Percentual
1. Agua 20
2. Compostos orginicos 72
2.1. Acticares 62
Sacarose 32
Glicose 14
Frutose 16
2.2. Nao acucares 10
Matérias nitrogenadas
Acidos livres e combinados
Substancias gomosas solaveis
3. Compostos inorganicos 4
Ca0 1,5
MgO 0,1
P,Os 0,2
SO; 1,6
Fe303, NazO, Aleg. 0,2
Cloretos 0,4

Fonte : Olbrich (1960); Olbrich (1974).
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2.3. ANALISE DE CARBOIDRATOS

A literatura cientifica sobre metodologia analitica para determinag¢io de
carboidratos € bastante extensa. Inimeras referéncias podem ser encontradas na
literatura, desde as pioneiras publicadas no inicio deste século, bem como as mais

recentes encontradas em revistas especializadas no assunto.

Dos muitos métodos, podemos mencionar o colorimétrico do acido
dinitrossalicilico (Miller, 1959), o de oxirredutimetria de Lane e Eynon ou de Fehling
(Lane & Eynon, 1934), o enzimatico, o polarimétrico, o da cintila¢do liquida baseado no
uso de isdtopos radioativos e o cromatografico (Thompson, s.d.; Neuburger & Johnson,

1987, Olechno ef al., 1987, Tsang et al., 1988; Robinett & Herber, 1994).

A determinacdo de carboidratos em melagos tem sido uma das tarefas mais
desafiadoras para os analistas em vista do grande namero de interferentes presentes nos

mesmos.

A introdugdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia no inicio dos anos setenta
trouxe um entusiasmo renovado quanto a esse problema, porém nunca alcangou o
potencial maximo na industria do agucar. Parte da baixa aceita¢do deve-se a boa precisio

e reprodutibilidade de muitos outros métodos propostos.

2.3.1. Polarimetria

Tradicionalmente os agucares sdo determinados por meio do polarimetro,
tipicamente conhecido por sacarimetro (Melo ef al., 1985; Aragjo, 1994; Trott, 1994).
Para Schaffler (1990) a técnica caracteriza-se por ser barata, de facil execugdo, com
preparo simples das amostras, porém podendo fornecer valores de leitura sacarimétrica

(Pol) alterados em fungdo da necessidade de clarificagdo de algumas amostras que

REVISAO BIBLIOGRAFICA



16

apresentam turbidez em solug@o.

As solugdes claras e incolores de agucares de alta pureza e os materiais de
processo de refinagdio ndo apresentam nenhum problema em suas analises sendo
extremamente reprodutiveis. Entretanto, como a grande maioria dos produtos da
industria agucareira € turbida e, as vezes, escura como o melago, somada a presenga de
impurezas oticamente ativas, levam a uma série de erros, ndo fornecendo informagdes a
respeito de constituintes primarios como glicose e frutose (Thompson, s.d; Vignes,

1975).

Pouco depois da origem da polarimetria, descobriu-se que com a adigdo de
subacetato de chumbo, seco ou em solugdo, seguido de filtragido, conseguia-se uma eficaz
eliminagdo da turbidez e cor nas solugdes impuras. Recentemente, a crescente
preocupagdo com a saide e com os riscos ambientais inerentes a seu uso, buscou-se
novas técnicas onde sdo empregados reativos alternativos e atoxicos, através de varias

combinagdes de sais de aluminio, cal e carvao ativado (Trott, 1994).

Desde 1982, os laboratérios substituiram o uso de compostos de chumbo pela
combinac¢do de resinas anidnicas e carvdo ativado para descoloragdo de amostras de
acucar. Para a realiza¢do da leitura por esse tratamento € necessario uma filtragdo em

membrana, pois o filtrado fica levemente turvo, tornando assim a técnica mais cara.

Os compostos de aluminio tém sido usados como agentes clarificantes € ndo sdo
toxicos, porém sdo incapazes de clarificar eficientemente os caldos se ndo estiverem em
mistura com outros agentes. Em mistura, esses compostos mostram-se eficientes, sendo
que a pureza aparente € um pouco inferior a obtida com subacetato de chumbo,
necessitando de corregdes através de formulas bastante simples. Cloreto de aluminio
hexahidratado, hidroxido de calcio e celite (terra diatomacea - adjuvante de filtragao)
quando empregados como clarificante para caldos, tiveram resultados satisfatorios. A

reagdo dessa mistura forma o hidroxido de aluminio e a velocidade de filtragdo da
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amostra € semelhante ao material tratado com subacetato de chumbo (Lew, 1986).

Excluindo as dextranas, os valores de rotagdo especifica da maioria dos
polissacarideos associados a cana-de-agtcar, ndo sd3o demasiados dextrorrotatorios ou
levorrotatéorios. Eles ndo devem portanto afetar a leitura de Pol, a ndo ser em

concentra¢oes elevadas.

As dextranas entretanto, sdo altamente dextrorotatorias com rotagdo especifica
maior ou igual a + 200° . Esse valor € pelo menos trés vezes o da sacarose (+ 66,54°) e
pode alterar valores de Pol. A polarizacdo de amostras contendo dextranas, apds
clarificagao com nitrato de chumbo ndo mostrou valores aumentados, enquanto que com

subacetato de chumbo os valores se alteraram (Kitchen, 1988).

Estudos de clarificagdo com subacetato de chumbo mostraram que seu uso
elimina dextranas acima de 40000 Daltons, chamadas de dextranas de alto peso
molecular, mas ndo remove as de 10000 Daltons ou de baixo peso molecular, afetando

consideravelmente valores de Pol (Kitchen, 1988).

Abeydeera (1983) cita que os métodos oficiais e classicos comumente usados na
industria agucareira para determinagdo de sacarose e agucares redutores, tém sido
satisfatorios apesar de suas limitagOes, e que as determinagdes tradicionais como
polarimetria € métodos de redugdo quimica sofrem interferéncia de muitos outros

compostos, sendo incapazes de diferenciar agicares redutores totais de glicose e frutose.

Schiweck & Steinle (1988) confirmaram a presen¢a de substincias oticamente
ativas em solugdo, além da sacarose, como a rafinose, glicose, frutose, arabinose,

aminoacidos e fragmentos de pectina.

Alguns dados comparativos entre a CLAE e a Polarimetria, tais como a
preparagdo da amostra e a interferéncia causada por compostos ndo agucares, estdo

descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 . Comparacio da sensibilidade e tratamento da amostra entre as técnicas

cromatografica e polarimétrica

Cromatografia liquida — CLAE

Polarimetria

e Os agucares da amostra sdo separados,

permitindo o doseamento individual.

e Constituintes da amostra, agucares ou
ndo, ndo interferem na analise se as
condi¢des

operacionais  adequadas

forem usadas.

e A preparagdo da amostra € simples e
ndo envolve pré-tratamentos para

limpeza.

e Nio requer pré tratamento quimico ou
derivatizagdo. A identidade da amostra

¢ preservada.

e Determina os compostos com atividade
otica (agucares e nio agucares) sem

individualizagio das substancias.

e Sais inorganicos € outros agucares

podem modificar a rotacgio otica.

e Preparagdo da amostra ¢ geralmente
acompanhada por diluigao,
precipitacgdo, filtragdo, sendo fontes

de erro para estimativa final.

e Os acidos usados na inversio podem
hidrolisar sacarideos de maior peso

molecular, alterando o resultado.

Fonte: Abeydeera (1983)

2.3.2. Oxirredutimetria

A técnica de oxirredutimetria € usualmente utilizada na analise de agucares e seus

derivados em geral (Lane & Eynon, 1934; Johnson, 1984). Seu uso esta baseado na

redugdo a quente do cobre bivalente na presenga de solugdes alcalinas de sais como o

tartarato duplo de sodio e potassio ou ferricianeto de potassio, por substincias

denominadas redutoras por apresentarem grupamentos aldeidicos ou ceténicos em suas
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moléculas. O protoxido de cobre formado na reagdo com o tartarato produz um
complexo soluvel que € analisado através da titulagdo. O azul de metileno € utilizado
como indicador, pois ele tem cor azul em meio oxidante e torna-se incolor quando

reduzido (Horii & Gongalves, 1991).

Esses métodos apresentam obje¢des porque raramente a redugdo € completa, mas
sob as mesmas condigdes a quantidade de cobre reduzida € proporcional & quantidade de

acucares redutores presentes.

Segundo  Oliveira (1968) 2 moles de CuSO45H,O equivalem,
estequiometricamente, a 1 mol de C4H;,06 na forma aldose e 12 moles de CuSO,4.5H,0
equivalem a 1 mol de C¢H;;04 na forma cetose. Na oxirredutimetria, um valor médio de
equivaléncia entre o sulfato de cobre e o agucar redutor (glicose) ¢ utilizado para os
calculos, ou seja, 5 moles de sulfato de cobre para cada mol de glicose. O calculo com o
uso do valor médio leva a erros, uma vez que nas amostras as formas aldose e cetose

encontram-se em proporgdes variadas.

Baseado nessas observagdes diversos autores afirmam que o poder redutor com
relagdo ao Cu'" ¢ variavel em fungdo do monossacarideo, podendo ainda variar para um
mesmo monossacarideo. Porém, € inevitavel que o célculo seja feito dessa maneira nas
usinas pois € inexequivel avaliar um grande niimero de amostras em sua composi¢do de

aldoses e cetoses.

A rapidez na execugdo desse método pode ser melhorada com o aparecimento do
Redutec (Fermentec®) em 1983, que presta-se a analise de solugdes claras contendo de

0,08 a 0,13% de agucares redutores (Horii & Gongalves, 1991).

Outras adaptagdes ao método surgiram. A inversdo da sacarose, por exemplo,
pode ser realizada com o uso de um forno microondas que reduz sensivelmente o tempo
de hidrolise, passando de quarenta minutos para um minuto. Além disso um eletrodo de

oxi-reducdo apresenta uma série de vantagens em relacdo ao uso do indicador, tornando
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desnecessaria a titulagdo prévia das amostras, viabilizando seu uso para amostras escuras
e coloridas, possibilitando a automagédo e obtengdo de resultados mais precisos, pois ndo

depende da interpretagdo do analista para a viragem (Zago et al., 1992).

A técnica de Lane & Eynon apresenta valores maiores de concentragdo de
agucares redutores quando comparada com determinagdes de glicose e frutose por CLAE
(Damon & Pettitt, 1980, Abeydeera, 1983). Keskar & Kolekar (1995), Melo et al. (1987)
e Rajakyld & Paloposki (1983) demonstraram que existem diferencas entre as técnicas.
No estudo de Rajakyld & Paloposki (1983) verificou-se diferencas que variaram de 2 a

4%.

A presenga de impurezas organicas e inorganicas promovem a reducgdo do cobre,
sendo conseqlientemente determinadas juntamente com os agucares redutores pelo
método de Lane & Eynon. Outros agtcares redutores produzidos durante a ebuligdo da
amostra como psicose e manose, podem contribuir para discrepancias encontradas na

determinacio de agtcares redutores pelo método classico (Abeydeera, 1983).

A inversdo de amostras para determinagdao de ART por oxirredutimetria pode
superestimar os resultados, caso haja inversdo de polissacarideos como € o caso do

amido (Sier, snt.).

2.3.3. Cromatografia

Varias técnicas citadas por Olechno ef al. (1987) podem ser usadas para o
controle quimico de carboidratos, como a cromatografia em papel que caracteriza-se pelo
baixo custo, porém sendo demorada até mesmo para monossacarideos simples, levando
de horas até dias para sua completa elui¢do. A cromatografia em camada delgada ¢
sensitiva, mas de dificil quantificagdo e de resolugdo limitada. A de permeacdo em gel

com colunas abertas ou sob pressdo sdo Gteis para separar carboidratos de estruturas
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semelhantes. A cromatografia de afinidade por imobilizagdo com o uso de lecitinas, a de
fase normal com celulose ou carvio em mistura, a cromatografia gasosa e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo também outras técnicas empregadas para esse

fim.

2.3.3.1. Cromatografia Gasosa

Historicamente a cromatografia gasosa (CG) foi amplamente usada para analise de
acucares. Na CG ¢ necessario a formagdo de derivados volateis, sendo esta a maior fonte
de erros para a referida técnica (Borges ef al., 1984; Makee et al., 1985, Neuburger &
Johnson, 1987; Olechno et al., 1987, Hardy et al. 1988, Tsang et al., 1988). Segundo
Olechno et al. (1987) os reagentes para derivatizagdo (silinizagdo) sdo caros, toXicos €
labeis e a amostra deve ser tratada preliminarmente para eliminagio de proteinas e sais. A
derivatizagdo leva a formagdo de picos mal resolvidos e pode formar derivados instaveis

em amostras com grande quantidade de agua (Hoi, 1980).

Pelas dificuldades encontradas com a derivatizagdo e pelo maior consumo de
tempo, a técnica tornou-se ultrapassada. Além disso seu custo fez com que as industrias

tivessem protelado sua aceitagdo (Wong-Chong & Martin, 1979a).

A quantificagio é também complicada em alguns casos, pelo fato de promover a
separagio de pares anoméricos como por exemplo a o- € a B-glicose que devem ter seus

valores somados (Birch, 1973).

Para esta técnica pode-se utilizar detectores como o de ionizagdo em chama (DIC)
que tem tendéncia destrutiva, e o de captura de elétrons (DCE) que necessita de

reagentes halogenados para a derivatiza¢do.
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2.3.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O aparecimento da técnica de CLAE, por volta de 1970, possibilitou um
desenvolvimento na analise de carboidratos. O método nio requer vaporizagdo da
amostra como a cromatografia gasosa, portanto ndo ocorre a degradagdo térmica dos
componentes. O uso de colunas de fase normal quimicamente ligada com grupamento
amino, deram resultados imprecisos para agucares redutores (Dionex, snt b). Por esse
método, as colunas podem sofrer deterioracido devido a reagdes do grupo aminocarbonil,
formando bases de Schiff e necessitando assim de uma regular regenera¢do da coluna

(Pirisino, 1984).

Varios autores (Yang et al., 1981, Shaw & Wilson, 1983; Borges et al., 1984,
Melo et al., 1986) estudaram o uso de colunas amino, comparando a detecgdo pelo uso
do detector de ultra-violeta (DUV) em comprimento de onda de 190 nm, e do detector
de indice de refragdo (DIR), concluindo que para amostras submetidas a andlise e
detecgdo por UV era necessario uma purificagdo prévia para posterior injecdo. De acordo
com Shaw & Wilson (1983) com o uso do DIR a purificacdo prévia da amostra ndo era
necessaria, porém a sensibilidade era bastante inferior ao UV em cerca de sete vezes no

caso de glicose e sacarose e vinte e cinco vezes no caso da frutose.

Devido ao fato dos carboidratos ndo possuirem grupamentos cromoéforos, sua
absor¢do na regido do ultra-violeta € quase zero. Caso a derivatizagdo para formagéo de
tais grupos seja incompleta, pode ocorrer a formagdo de multiplos picos que dificultam a
interpretacdo dos resultados (Olechno ef al., 1987). Desta forma, convencionou-se 0 uso
do DIR para os agucares (Rajakyla, 1986, White Jr & Widmer 1990). Segundo Scobell et
al. (1977) a analise com este detector € apropriada para uma variada gama de produtos
acucarados, sendo bastante rapida. Uma de suas desvantagens € o fato de ndo permitir a
eluicdo com gradiente, comprometendo assim a resolugdo dos picos. Como solugdo a

este problema, a derivatizagdo pos-coluna foi estudada por alguns autores (Herber &
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Robinett, 1994).

Muitas reagdes pos coluna tém sido empregadas na detecgdo de agucares a fim de
melhorar a sensibilidade da analise. O uso de reagdes colorimétricas e fluorimétricas
como alternativa aos métodos de detecgdo classicos foram objeto de alguns estudos. As
vantagens do uso de cianoacetamida em reag¢ao pos coluna para melhoria da sensibilidade
e da estabilidade da linha de base, € citado por Schlabach & Robinson (1983), que

descrevem-na como sendo uma técnica compativel com varios tipos de colunas.

Wight & Niekerk (1983) e Wnukowski (1984) empregaram um sistema em fase
normal em coluna amino com reac¢do pos coluna, usando azul de tetrazol e detecgdo por

UV, verificando um aumento na sensibilidade e no limite de detec¢do de agucares.

2.3.3.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Troca Ionica

A analise cromatografica de agucares teve grande progresso com a cromatografia
liquida de alta eficiéncia de troca idnica (CLAE-TI), onde a resolugdo dos picos ¢
dependente do pH do eluente e da temperatura. Resinas de troca catidnica com ligagdes
cruzadas, do tipo poliestireno e divinil benzeno (PS-DVB) e agua como eluente, sdo
amplamente usadas e bons resultados sdo obtidos quando amostras de melago sdo
submetidas a tratamentos prévios para prote¢io da coluna, propiciando uma linha de base
mais estavel e uma melhor resolugdo dos picos. Técnicas de limpeza como a filtrag¢do, a
centrifugac@o, o uso de pré colunas, o uso da extragdo em fase solida, como por exemplo
cartuchos do tipo Sep-Pak® - C 18 (Waters) ou cartuchos de troca idnica sdo
frequentemente citados na literatura. O uso de cartuchos de troca i6nica remove todos os
interferentes idnicos, incluindo acidos orgénicos, resultando num cromatograma com

menos impurezas quando comparado ao obtido por outras técnicas (Nomura ef al.,

1984).
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A grande dificuldade da analise por CLAE-TI, ocorre quando os agucares
redutores estdo presentes em pequenas quantidades em relagdo a sacarose. Como
resultado tem-se um largo pico de sacarose que se sobrepde ao da glicose, dificultando a
interpretacdo dos cromatogramas e conseqiientemente sua quantificacio (Abeydeera,

1983).

Com o avango dessa técnica as colunas tornaram-se um instrumento pratico de
controle para aglicares em varios produtos, devido sua alta capacidade regenerativa e

portanto vida util maior (Clarke & Tsang, 1984).

Em seqiéncia as inovagdes surgiram as colunas trocadoras de anions. Elas
possuem grupamentos cations e sdo conhecidas por colunas aniOnicas. Essa
cromatografia ¢ denominada cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca anidnica
(CLAE-TA) e tem sido usada em diferentes formas 16nicas como K™, Ca” Na'', Ag"™,
La" e Rb'! associado com Ca'? (Goulding ' citado em Makkee, 1985). Sua performance
depende da eliminagdo de impurezas orgénicas e inorganicas, incluindo dextranas de

menor peso molecular, que interferem com o pico da sacarose.

Rajakyla & Paloposki (1983) citam o uso da coluna de troca anidnica na forma
sodica e com um tratamento bastante simples através da filtragdo da amostra em
membrana 0,22 pm, antes da injegdo. Wong-Chong & Martin (1979b) obtiveram boa
resolugdo entre os picos de sacarose e agucares redutores com o uso de coluna na forma
de potassio.

Verhaar & Kuster (1981) conseguiram uma melhor separagdo entre sacarose,
glicose e frutose num tempo de analise inferior, pela adigdo de trietilamina ao eluente,
usando uma coluna de resina na forma de calcio. O uso da trietilamina altera o valor da
constante de equilibrio das diferentes formas isoméricas (mutarrotagdo) dos agucares

redutores, resultando no estreitamento da base dos picos.

'GOULDING. R. W. Liquid chromatography of sugars and related polyhydric alcohols on cation
exchangers. The effect of cation variation. Journal of Chromatography A v.103 p. 229-239.1975.
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No inicio dos anos oitenta o mercado de equipamentos cromatograficos passou a
oferecer colunas de troca anidnica para separagdo de mono, oligo e polissacarideos. Um
exemplo ¢ a coluna CarboPac ® (Dionex), bastante eficiente para separagio de glicose,
frutose e sacarose. Essa coluna é empacotada com uma resina polimérica, nao porosa,
que € estavel em pH de O a 14, possuindo rapida transferéncia de massa e excelente

estabilidade mecanica, suportando pressdo igual ou superior a 4000 psi (Dionex, snt a)

O aparecimento do detector de triplo pulso amperométrico (DPA) possibilitou a
detec¢do de carboidratos sem a necessidade de derivatizagdo das amostras. Essa técnica
permite a quantificagdio dos agucares a niveis inferiores a dez picomol, e esta alta
sensibilidade € justificada pelo fato dos carboidratos serem eletroativos em solug@o
aquosa alcalina, podendo ser detectados em condigdes seletivas (White Jr & Widmer,
1990; Lewis & Schifller, 1992). O comportamento dos carboidratos pode ser comparado
ao dos alcoots, pois ionizam-se em pH elevado, sendo que o grau de acidez de cada
grupo hidroxila depende dos grupamentos vizinhos. Desta forma os diferentes agtcares
possuirdo diferentes graus de dissociagdo com relagdo ao pH utilizado, possibilitando a

separacdo seletiva (Lewis & Schifller, 1992)

Esse tipo de técnica tem sido bastante utilizada para carboidratos de carater acido,
porém uma avaliagdo dos valores de pKas de agucares neutros (12 a 14), mostram que de
fato eles sdo acidos fracos e que sdo ionizados parcialmente em pH em torno de 12. Esse
€ um artificio que ndo pode ser realizado em analises que utilizem colunas do tipo cléassica
com silica quimicamente ligada, pois as colunas teriam suas matrizes dissolvidas pela

excessiva alcalinidade do eluente (Dionex, snt a).

O detector eletroquimico pulsade para monitoramento de separagdes
cromatograficas de agucares, surgiu em 1983. A aplicacdo de seqiiéncias repetidas de
pulsos voltaicos por periodos especificos € a base de seu funcionamento. Nele, os
carboidratos podem ser detectados na superficie de um eletrodo de ouro, apos oxidagao

(Lee, 1990; Lewis & Schifller, 1992).
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O ciclo de funcionamento do detector DPA esta ilustrado na Figura 5.

E2 Limpeza
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Figura 5. Diferentes etapas voltdicas do detector de pulso amperométrico.

Fonte: Olechno et af (1987).

Na Figura 5 observam-se trés etapas de distintos valores voltaicos, denominadas
E 1, E 2 e E 3. O ciclo inicia-se com a manuten¢do da linha base através de uma pequena
voltagem, chamada de potencial analitico. Durante esta etapa, apds inje¢do da amostra,
verifica-se sua oxidagdo na superficie do eletrodo, em niveis menores que 1%. A corrente
gerada pela oxidagdo da amostra é monitorada. Posteriormente, o potencial do eletrodo
de trabalho é aumentado por uma alta voltagem com a finalidade de eliminar a amostra
oxidada em sua superficie. Esta etapa ¢ a chamada limpeza, devendo ser de alta e longa
voltagem, entretanto ndo deve ser demasiadamente alta para ndo diminuir a vida util do

eletrodo.
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A seqiiéncia de pulsos prossegue pela aplicagdo de outro forte pulso denominado
E 3, desta vez de potencial redutor, com a finalidade de retornar a camada superficial de
oxido aurico ao estado inicial, mantendo seu equilibrio. (Edwards et al., 1986, Edwards
et al., 1987, Neuburger & Johnson, 1987, Towsend ef al., 1988; La Course & Johnson,
1991). Nessa etapa e nas subseqiientes, o sinal ndo € monitorado e a seqiiéncia completa
do pulso ocorre em menos de um segundo. Um novo ciclo inicia-se com a volta do

potencial ao nivel analitico, onde verifica-se a estabilidade da linha base.

A ocorréncia de uma camada n3o condutiva pode causar disturbios na linha base
gerando ruidos, porém a limpeza manual do eletrodo por polimento, a qual ndo precisa
ser freqiiente, resolve este problema. O DPA funciona pela medida de corrente elétrica

podendo ter leituras em ampéres ou coulombs.

Rochlin & Pohl (1983) combinaram o DPA com o uso da CLAE-TA,
demonstrando sua alta seletividade e sensibilidade para amostras contendo
monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos e misturas complexas. O método €
simples e ndo requer preparo da amostra, somente diluigdo e filtragdo. Em vista do
grande namero de interferentes na maioria das amostras de usinas de agucar, o uso do

DIR ou do DUV torna-se ultrapassado quando comparado com o DPA.
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3. MATERIAL E METODOS

A execugdo dos experimentos deste projeto foi realizada em duas etapas, sendo a
primeira de caracterizagdo das amostras de melago através de analises fisico-quimicas e

a segunda referente as analises do mosto e do vinho.

3.1. MATERIAL

3.1.1. Matéria-Prima
Melago de cana-de-agucar fornecido pelas usinas Trapiche (Sirinhaém-PE),

Bonfim (Jaboticabal-SP), Tamoio (Araraquara-SP) e Diamante (Jau-SP).

3.1.2. Microrganismo

Saccharomyces cerevisiae, isolada do processo fermentativo da Usina Clealco
(SP), cedida pelo laboratério de Microbiologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas Bioldgicas e Agricolas (CPQBA), da Unicamp. A linhagem foi escolhida por
tratar-se de uma levedura utilizada a partir da safra de 95 e que permanece no processo

até a safra atual.

3.1.3 Mosto
O mosto empregado nos testes fermentativos foi obtido pela dilui¢do do melago

de cana-de-agucar em agua destilada. Como o valor de ART empregado nas usinas € de
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150 g de ART/L (Rossel, 1988; Andrietta, 1997), utilizou-se esse valor como referéncia
e mais duas concentragdes, de 120 e 180 g de ART/L.

Os experimentos foram realizados em triplicata e uma 4" repeti¢do foi reservada
para determinagdo das condigdes iniciais de acidez e ART. A dilui¢do dos melagos foi
definida com base no teor de ART obtido por CLAE na matéria-prima.

Para efeito de controle das fermentagdes foi introduzido em cada ensaio, um
frasco contendo um meio de cultivo sintético padrdo, com a seguinte composi¢io (g/L):
Sacarose 150; KH,PO, 5; NH4Cl 5, MgSO4 .7 HyO 1; Extrato de levedura 6, Agua
destilada gsp e pH 6 (Rodrigues & Andrietta, 1996).

3.2. METODOS ANALITICOS

3.2.1. Analises do Melaco

3.2.1.1 Determinac¢io de ART pelo método de Fehling

Foi realizado pela metodologia descrita em Copersucar (1987), baseada no
método titulométrico de Lane & Eynon (1934), que emprega as solugdes de sulfato de
cobre (CuSO4) e de tartarato duplo de sodio e potassio em  meio basico
(KNaC4H;0s/NaOH) e solugdo de azul de metileno como indicador.

A reagdio entre os ions cobre e os agucares redutores (AR), ocorre segundo a
equagio:

Cu SO4+ 2 Na OH — Cu (OH); + Na 2 SO4

O tartarato duplo de sodio e potassio (Sal de Rochelle ou Seignette) forma
ligagdes eletrostaticas com o cobre, mantendo os ions em solug@o.

Cu (OH); + AR — Cu ;0 + acidos carboxilicos de cadeia menor

O precipitado 6xido cuproso, auxilia no ponto de viragem, pela sua coloragdo
caracteristica vermelho tijolo.

Para a determinacio de ART, a sacarose foi hidrolisada pela a¢do do acido

sulfurico (inversdo acida) e aquecimento a 45° C, e os resultados calculados como g de
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glicose/100g de melago. A amostra diluida ¢é titulada a quente, pela adig@o desta solugao

a uma solugio basica padronizada de sulfato de cobre.

3.2.1.2 Determinacio de ART pelo método de CLAE-TA/CarboPac-DPA

Foi realizada em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Dionex modelo DX 300,
em associagio com DPA e eletrodo de ouro, e integrador Dionex modelo 4400. Para as
separagdes, utilizou-se coluna (250x4mm) e pré coluna (4x50mm) Dionex CarboPac-
PA1 de troca anidnica e solugio aquosa de hidroxido de sodio 150 mM como eluente, na
vazdo de 1 mL/min e volume de inje¢io da amostra de 50 pL. Utilizou-se solugdo de
hidréxido de sodio 50% (Fischer™), com baixo teor de carbonato, para a preparagdo do
eluente. O carbonato, mesmo em tragos, pode ocasionar perda de eficiéncia e resolugdo
da coluna, porém em solugdo concentrada ele mantém-se precipitado.

O eluente foi preparado com agua deionizada Nanopure Barnstead® modelo
D 4744, isenta de CO» e contaminantes microbianos, com baixa resistividade (18 mQ2) e
filtrado sob vacuo em filtro de nailon 0,2p na unidade de filtragdo Millipore®. Em
seguida o eluente foi degaseificado com hélio durante 15 minutos.

A seqiiéncia de tempos e potenciais empregada no detector DPA foi selecionada
a partir da literatura e seus valores estdo descritos na Tabela 3.

Uma curva de calibragem para os agucares glicose, frutose e sacarose em mistura
(p/v), preparada no dia do uso, foi injetada em duplicata ou até obtengdo de valores com
97% de concordancia.

As amostras e os padrdes foram diluidos em agua Nanopure e filtradas em filtros
0,45u para posterior injegdo. Todas as amostras foram mantidas em congelador at€ o
momento da analise. Os procedimentos descritos foram realizados de acordo com a
metodologia descrita em Dionex (snt a ). Os resultados obtidos foram calculados como

g de glicose/100 g de melago.
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Tabela 3. Seqiiéncia do DPA na andlise de glicose, frutose e sacarose

Fases da seqiiéncia

1 2 3 4 5 6
Tempo em ms 0 500 510 590 600 650
Potencial em volts 0,4 0,4 0,9 0,9 -0,3 -0,3

Fonte: Dionex (snt b)

3.2.1.3. Polarimetria

Foi realizada em sacarimetro Rudolph Research Fairfield, modelo PDA 8200. As
amostras foram clarificadas segundo metodologia Copersucar (1987), adaptada da
literatura (Lew, 1986), substituindo-se o subacetato de chumbo pelo hidroxido de
aluminio.

Devido a substitui¢do do subacetato, foi necessaria a correcdo dos valores
obtidos, o que foi feito segundo a norma da Associagdo de Fornecedores de Cana do
Estado de Sdo Paulo (Comissdo Regional de Pagamento de Cana pelo Teor de Sacarose

e Pureza), que emprega para melagos a seguinte formula:

L.=1,0078 * Laicis + 0,0444
onde:

Laicis € a leitura obtida e L. ¢ a leitura corrigida.

A calibragem do aparelho foi feita com prisma Winkel-Zeiss-Gottinger,

padronizada com o valor 97,43°S a 20°C.

Foi utilizado tubo continuo de Pellet com 200 mm de comprimento, que €

recomendado para o controle industrial nas Usinas de agucar, pois permite a troca rapida

das solugdes no sacarimetro. Os resultados foram expressos em °S/100 g de melago.
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3.2.1.4. Determinacio do Brix Refratométrico

Foi realizado em refratdbmetro marca Bausch & Lomb, segundo metodologia

descrita em Contal (s.d), a temperatura ambiente, calibrado com 4gua e com leituras

corrigidas para valores padrio de 20°C, através do uso de tabelas normatizadas
(ICUMSA ! citado em Spencer & Meade, 1963) Os resultados foram expressos em g de

solidos soluveis/100 g de melago.

3.2.1.5. Determinacio do Nitrogénio Protéico

A etapa de digestdo foi realizada no microdigestor Hach®, modelo Digesdahl , na
temperatura de 440°C. O equipamento € bastante seguro para este tipo de analise, devido
a uma pequena trompa de vacuo que possibilita a eliminagdo dos gases e pela presenca
de um funil com tubo capilar para a adigdo segura dos reagentes. A etapa de reagdo
colorimétrica foi realizada empregando-se o reagente de Nessler, solugdo de alcool
polivinilico (agente dispersador) e estabilizador mineral. A técnica empregada foi
realizada segundo metodologia descrita por Watkins et al (1987) e os valores obtidos

foram expressos em g de N/100 g de melago.

A mineralizagio das amostras foi obtida com o uso de acido sulfurico
concentrado, para transformar os constituintes nitrogenados em sulfato de amonea.
Nessa técnica, o uso de agua oxigenada 50% ¢ importante na eliminagdo do excesso de
cor do digerido, pois as amostras devem ser limpidas para as leituras em

espectrofotdmetro.

As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV-visivel, da CG
Instrumentos Cientificos modelo 8000, em 460 nm, e paralelamente foi construida uma

curva padréo a partir de ampolas lacradas, contendo solugfo padrdo de nitrogénio.

! ICUMSA - International Comission for Uniform Methods of Sugar Analysis. International Sugar
Journal, .v. 39, n. 24, 1936.
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A quantidade de amostra para a etapa de digestdo e a aliquota do digerido para a

determinacgio colorimétrica, foi baseada nos valores da Tabela 4.

Tabela 4. Amostragem sugerida para a etapa de digestio e para a etapa de

colorimetria Hach er al. ' citado em Watkins er al. (1987)

Liquidos Solidos (base seca)
A B C D A B C D
0,3 a 20 50 10 1 [30a210° 0,5 10 1
1 a 60 30 6 0,6 | 100a4,510° 0,4 6 0,6
2a150 20 3 0,3 |150a9,010° 0,3 4 0,4
10 a 500 10 2 0,2 |400a2,510* 0,2 2 0,2
502,010’ 0,5 1 0 |1,510a1,1 0,1 1 0
10°
500 a 2,0 10* 1 0,5 0 |6,510°a4,5 0,05 0,5 0
10°

A : Nitrogénio esperado, em partes por milhdo, B : Volume da amostra em mL ou massa em mg utilizada
na digestdio. C : Volume de amostra em mL, utilizado na reagdo colorimétrica. D : Volume de KOH 12 N,

em mL, utilizado na reagiio colorimétrica

3.2.1.6. Determinacio de Dioxido de Enxofre (determinado como sulfito)

Foi determinado colorimetricamente segundo a técnica descrita por Amorim ef
al. (1996), pela complexagdo do SO, com fucsina basica e reagdo com formaldeido. Para
as leituras utilizou-se o espectrofotometro UV-visivel, em 560 nm. Paralelamente
construiu-se uma curva padrdo com bissulfito de sodio e os resultados obtidos foram

expressos em g de SO,/g de melago.

' HACH. C.C.; BRAYTON. S.V.; KOPELOV. AB. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
v.33.n.6, p.1117-1123, 1985.
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3.2.2. Analises do Mosto
3.2.2.1. Determinaciio de ART pelo método de Fehling

A determinagdo de ART foi feita segundo o método descrito no item 3.2.1.1. Os
resultados foram calculados como g de glicose/L. de mosto e convertidos para p/p
utilizando-se a densidade do mosto. A amostra diluida ¢ titulada a quente, pela adigdo

desta solugdo a uma solugdo basica padronizada de sulfato de cobre.
3.2.2.2. Determinac¢io de ART pelo método de CLAE-TA/CarboPac-DPA

A determinagio de ART foi feita segundo o método descrito no item 3.2.1.2. Os
resultados foram calculados como g de glicose/L. de mosto e convertidos para p/p

utilizando-se a densidade do mosto.
3.2.2.3. Determinacio de Acidez

A analise de acidez no mosto foi realizada segundo técnica descrita por
Rodrigues & Andrietta (1996) por titulometria acido-base, utilizando-se solu¢dao aquosa
padronizada de hidroxido de so6dio 0,05 N como titulante, e solugdo indicadora de
fenolftaleina para determinagdo do ponto de viragem. A titulagdo foi realizada com
agita¢do magnética a 70°C com o objetivo de eliminar o CO, presente na agua, e evitar
sua interferéncia no doseamento. Os resultados obtidos foram expressos em g de

H,S0.4/L de mosto e convertidos para p/p utilizando-se a densidade do mosto.

As amostras mais escuras tiveram seu ponto de viragem determinado com o

auxilio de um potencidémetro, em fungdo da dificuldade em detecta-la visualmente.
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3.2.3. Analises do Vinho

3.2.3.1. Determinacéio de ART pelo método de Fehling

A determinagdo de ART foi feita segundo adaptacdo do método descrito no item
3.2.1.1. Foi utilizada para determinagdo de ART uma aliquota do vinho centrifugado. Os
resultados foram calculados como g de glicose/l. de vinho e convertidos para p/p
utilizando-se a densidade do vinho. A amostra € adicionada diretamente a uma solucéo
basica padronizada de sulfato de cobre, e titulada a quente pela adi¢do de uma solugio

de agucar invertido de concentragdo conhecida.

3.2.3.2. Determinacéio de ART pelo método de CLAE-TA/CarboPac-DPA

A determinagdo de ART foi feita segundo o método descrito no item 3.2.1.2. Foi
utilizada para determinagdo de ART uma aliquota do vinho centrifugado. Os resultados
foram calculados como g de glicose/L. de vinho e convertidos para p/p utilizando-se a

densidade do vinho.

3.2.3.3. Determinacio de Acidez

A determina¢do de acidez foi feita segundo o método descrito no item 3.2.2.3.
Foi utilizada para determinagdo de acidez uma aliquota do vinho centrifugado. Os
resultados foram expressos em g de H,SO4/L de vinho e convertidos para p/p utilizando-

se a densidade do vinho.
3.2.3.4. Determinacio de Glicerol
A determinagdo de glicerol, realizada em uma aliquota do vinho centrifugado, foi

feita segundo a técnica descrita por Rodrigues & Andrietta (1996) que baseia-se em um

método colorimétrico. A determinagéo foi realizada em comprimento de onda de 410 nm
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com o auxilio de um espectrofotébmetro UV-visivel. Para as reagdes utilizou-se o kit
Laborlab®, apropriado para determinacdo de triglicérides. Paralelamente construiu-se
uma curva padrio e os resultados obtidos foram expressos em mg de glicerol/100 mL de

vinho e convertidos para p/p utilizando-se a densidade do vinho.

3.2.3.5 Determinacio da Massa Celular Seca

A massa celular seca foi determinada por gravimetria, segundo a técnica descrita
por Rodrigues & Andrietta (1996). Uma amostra de 20 mL do vinho foi centrifugada a
3200 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante reservado para as demais analises. A
massa obtida foi ressuspendida em agua destilada e recentrifugada, com a finalidade de
promover a remo¢do dos contaminantes. Apos repetigdo deste procedimento, a massa
celular foi transferida para placa de aluminio e secada em estufa a 80°C.

Os resultados obtidos foram expressos em g de células/mL de vinho e

convertidos em p/p utilizando-se a densidade do vinho.

3.2.3.6. Determinacio de Etanol

A quantifica¢do do etanol foi realizada segundo técnica descrita por Salik &
Povh (1993) a qual apresenta boa precisdo para solugdes hidroalcoolicas at€ 20%. Seu
principio baseia-se na reagdo quimica de oxidagio do etanol a acido acético ap0s rea¢do
com dicromato de potassio em meio acido. Essa reag@o foi realizada com o destilado
obtido do vinho. As leituras foram feitas em espectrofotometro UV-visivel em
comprimento de onda de 600 nm.

Uma amostra de 25 mL do vinho foi destilada por arraste a vapor em destilador
Tecnal, modelo TE 012. O destilado foi recolhido em baldo volumétrico de 50 mL e o
volume completado com agua destilada, de forma a obter -se uma diluigdo 1 : 1.

Os resultados obtidos foram expressos em mL de etanol/100 mL de vinho e

convertidos em p/p utilizando-se a densidade do etanol e a do vinho.
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3.3. METODOS DE CULTIVO

3.3.1. Manutencio da Levedura

A levedura foi mantida em meio PDA (Potato Dextrose Agar) solido inclinado,
coberto com Oleo mineral, sob refrigera¢do a 8°C. A renovagdo das células foi feita por

repicagem no meio e incubagdo a 32°C durante 48 h.

3.3.2. Preparo do Mosto

O mosto foi preparado em baldo volumétrico, separadamente para cada condigdo
de fermentagdo (tipo de melago e concentragdo de agucar) e 100 mL foram distribuidos
em frascos Erlenmeyer com capacidade para 250 mL. Os frascos foram adaptados com
rolha de borracha e tubo central de vidro com pequeno tampdo de algoddo hidrofobo,
para manter a esterilidade e permitir a saida do CO;. Os frascos foram esterilizados em

autoclave por 15 minutos a 121°C.

3.3.3. Conducio do Ensaio Fermentativo

Células da cultura de manutengdo, foram ressuspensas em agua destilada
esterilizada e 10 mL desta suspensio (10% do volume do mosto) foram inoculados nos
frascos Erlenmeyer, similarmente para as amostras e para o padrdo. Os frascos foram
incubados a temperatura de 32°C e agitagdo de 150 rpm, durante 24 horas, em

incubadora New Brunswick modelo G 27 (Rodrigues & Andrietta, 1996).

MATERIAL E METODOS



38

3.4. OBTENCAO DE DADOS EXPERIMENTAIS

3.4.1. Calculo de Balanco de Massa

Os dados experimentais para calculo de balango de massa foram obtidos através
de pesagem dos frascos de fermentagdo durante as varias etapas do experimento, de

acordo com a Tabela 5 (Andrietta ef al., 1995).

Tabela S. Pesagem do frasco de fermentacio nas suas diferentes etapas

MM FE - FV
MI F1-FE
MV FF - FV
MPCO, FI - FF

MM : Massa do mosto, MI Massa do indculo, MV : Massa do vinho, MPCO, : Massa produzida de CO,,
FE : peso do frasco esterilizado, FF : peso do frasco fermentado, FI : peso do frasco inoculado, FV : peso

do frasco vazio

Os dados de pesagem obtidos conforme a Tabela 5 foram utilizados
posteriormente para obtengdo dos parametros descritos na Tabela 6. Esses parametros
foram utilizados de acordo com procedimento proposto por Andrietta et al. (1995) para

calculo de rendimento e produtividade de etanol e metabolitos.

3.4.2. Calculo de Produtividade Especifica de Etanol e Metabolitos

O pardmetro de produgdo especifica é importante para determinar a capacidade
de uma determinada cepa transformar o ART consumido em etanol, massa celular,
glicerol, acidos organicos e gas carbonico. Os dados de produtividade foram obtidos de

acordo com procedimento proposto por Andrietta ez al. (1995) descrito na Tabela 7.
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Tabela 6. Parametros fermentativos

Pariametro Calculo para obtengdo do parimetro
MAM (MM x ART y/10° d y)
MARS (MV x ART /10° d v)
MAC MAM - MARS
MPE (MV x EtOH. x d g/d v) / 10?
MPC [MV x (cél. v/d v) —MI x (cél. 1/d )] 10> onde d ;=1
MPG MV x glic.)/10°xd v
MPAC (MV x ac.v/10°x dv) - (MM x acn/10°x d )

MAM : Massa de ART do mosto (g), ART y : Agucares Redutores Totais do mosto (g/L). dy :
Densidade do mosto (g/mL), MARS : Massa de ART residual (g). ART v : Acucares Redutores Totais
do vinho (g/L), dv : Densidade do vinho (g/mL), MAC : Massa consumida de ART (g ). MPE : Massa
produzida de etanol (g), EtOH. : Volume de etanol em mL/100 mL de vinho, dg : Densidade do etanol
(0,79) (g/mL), MPC : Massa produzida de células (g), cél. v : Massa de células do vinho em g/L de
vinho. ¢él. | : Massa de células do inéculo em g/L de indculo, MPG : Massa produzida de glicerol (g),
glic. : Massa de glicerol em mg/100 mL vinho, MPAC : Massa produzida de acido (g), ac. vinho ©
Acidez do vinho (g/L), 4C. gosto : Acidez do mosto (g/L).

Tabela 7. Calculo das produtividades especificas e producio horiria

Parimetro Calculo para obtengdo do parametro
PEE MPE/MAC

PEC MPC/MAC

PEG MPG/MAC

PEAC MPAC/MAC

PEARS MARS/MAC

PECO, MPCO,/MAC

PHE MPE/24

PHEC MPE/(MPC x 24)

PEE : Producio especifica de etanol, PEC : Producio especifica de células, PEG : Produgdo especifica
de glicerol, PEAC : Producio especifica de 4cido, PEARS : Produgfio especifica de agucar restdual,
PECO;: Produgio especifica de CO,  PHE : Produtividade horaria de etanol. PHEC : Produtividade

hordria de etanol em rela¢io a massa celular
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3.4.3. Calculo de Rendimento

A estequiometria da glicolise € importante no calculo de rendimento dos

processos de fermentagdo alcoolica e esta resumida na Figura 6.

CsH, 0, +2Pi+2ADP -2 C,H,OH+2CO,+ 2 ATP + 2H,0 + 57 kcal
! ! l
Glicose Etanol Diéxido
de carbono
PM 180 PM46 PM44
1 mol 2 moles 2 moles
180 g 92 g 88¢
1g 051¢g 0,49 g

Figura 6. Balango global da reagéo de glicolise (Equacao de Gay Lussac).

Pela equagdo de Gay Lussac, verifica-se que um mol de glicose pode ser
convertido durante a fermenta¢do em dois moles de etanol. Dessa forma, o rendimento
teodrico com conversdo total do agucar em etanol (YT) seria de 0,51 g de etanol/g de
glicose, obtido pela razao 92/180.

Os dados de rendimento foram obtidos de acordo com procedimento proposto

por Finguerut ef al. (s.d.) descrito na Tabela 8.

Tabela 8. Calculo de rendimento fermentativo

Paréimetro Cdlculo para obtengdo do pardmetro
Yrsa (MEP * 10%)/(MAM) * YT
Yesse (MEP * 10%)/(MAC) * YT
e 10%(1 + KC + KG + KCO; + KAC + KARS) * YT

KAC : MPAC/MPE. KARS : MPARS/MPE, KC : MPC/MPE, KCO, : MPCO2/MPE, KG : MPG/MPE
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Muitas destilarias ainda calculam o rendimento fermentativo (Ypssa ) utilizando
valores de etanol obtidos pela medi¢do de sua vazdo na destilaria, em medidores
mecanicos, € 0 agucar alimentado (S,) obtido através da determinagdo do ART por
Fehling. Finguerut ef al. (s.d.) citam que esta é uma forma inexata de calculo, em vista
das determinagdes empregadas de medigdo de etanol e ART, e por ndo levar em
considera¢io no calculo os demais compostos formados durante a fermentagdo. Por este
motivo, as usinas estio progressivamente empregando o calculo de rendimento que
utiliza os metabolitos da fermentagdo, por tratar-se de uma técnica de maior exatiddo e

porque inevitavelmente outros compostos serdo formados além do etanol.

3.4.4. Fatores de Produto e Potencial Fermentativo

Estes fatores sdo obtidos da diferenga entre a produgio especifica da amostra em
relagdo ao padrdo, para o etanol (FE), e da diferenga da produgdo especifica do padrdo
em relagdo a da amostra, para células, glicerol, acidos e agucar residual (FC, FG, FAC,

FARS. Os calculos estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9. Calculo dos fatores de produtos

Fatores Cdlculo para obtengdo dos fatores

Etanol FE = PEE amostra — PEE padrdo * 100
PEE padrio

Células FC = PEC padrdo — PEC amostra * 100
PEC padrdo

Glicerol FG = PEG padrao — PEG amostra * 100
PEG padréo

Acido FAC = PEAC padrio —~ PEAC amostra * 100
PEAC padrao

Acucar Residual FARS =PEARS padrdo — PEARS amostra * 100
PEARS padrio
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Estes fatores sdo utilizados para determinar o Potencial Fermentativo de cada
amostra em rela¢do ao padrdo (PF). O Potencial Fermentativo foi definido por Andrietta
et al. (1995) como a soma dos fatores individuais, aplicando-se um valor para cada um
deles por grau de importancia, sendo que os valores definidos foram 10, 2, 1, 0,25 e 5

para etanol, células, glicerol, acidez e aglicar residual respectivamente.

PF=FE *10 + FC *2 +FG * 1 + FAC * 0,25 + FARS * 5

Vale enfatizar que o estudo deste autor refere-se a avaliagdo do potencial
fermentativo de cepas em comparacdo a uma cepa padrio e que neste estudo o resultado
foi empregado para avaliar o potencial dos diferentes melagos em relagdo a um meio
fermentativo padrio, sendo a cepa utilizada a mesma para todos os experimentos.

Resultados positivos ou negativos do PF, indicam respectivamente,
caracteristicas mais apropriadas ou menos apropriadas que o padrdo. Resultados
proximos de zero indicam condigdes adequadas para fermentagdo, o que significa dizer
que quando avaliam-se as produgdes especificas obtidas de uma fermentagdo e
comparam-se com as produgdes especificas de uma fermentagio padrdo, conduzidas
sempre nas mesmas condigdes de temperatura, agitagdo, inoculo, tempo de fermentagao

entre outros, espera-se que o resultado do Potencial Fermentativo seja zero.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANALISES FiSICO-QUIMICAS DA MATERIA-PRIMA

A matéria-prima fornecida pelas diferentes usinas foi coletada semanalmente
durante a safra. A mesma apresentou variagdes de cor e homogeneidade, intrinsicas ao
grau de exaustdo adotado no processamento de obtencdo do agucar. Verificou-se que os
melacgos de coloragdo mais escura foram os da Usina Trapiche, e os de mais clara os da
Usina Diamante (exceto o Mel final), sendo os demais de coloragdo intermediaria. Esta
coloragdo tipica de melagos é justificada pelas reagdes quimicas de escurecimento
decorrentes do processamento, corroborando a informag@o de que as amostras da Usina
Trapiche eram as mais esgotadas, portanto as que mais intensamente sofreram com o
processamento, e as menos esgotadas as da Diamante.

Quanto a homogeneidade, verificou-se grande quantidade de precipitados em
algumas amostras da Usina Diamante e Bonfim, provavelmente sacarose, por tratarem-se
de amostras mais ricas que as demais. Porém, este problema foi minimizado quando
reuniram-se (para uma mesma usina e tipo, ou seja, Mel rico, pobre ou final) as amostras
coletadas ao longo da safra, compondo assim amostras mais homogéneas.

Os melagos foram caracterizados através das determinagdes de Brix, Pol,
agucares redutores totais (ART), sulfito e nitrogénio. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 10 e representam a média entre trés amostras distintas.
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Ap6és a caracterizagdo dos melagos, os mesmos foram diluidos até concentragdo
adequada de ART (trés ensaios distintos:120, 150 e 180 g/L) para a fermentagdo em
batelada. As dilui¢des dos diferentes melagos, foram obtidas com base no resultado de
ART da matéria-prima por CLAE. A partir dos ensaios fermentativos, foi possivel
realizar um estudo comparativo dos resultados obtidos pela técnica tradicional de
dosagem de agucares, que ¢ o método titulométrico de Fehling, com a técnica

cromatografica, mais especifica e sensivel.

Tabela 10. Caracteriza¢io dos melacos por analises fisico-quimicas

Brix Pol ARTcriy  ARTrpmnve  SO; ™~ N
(%op/p) (%op/p) (g/g) (mg/g)
TR 1 78,08 27,90 52,51 55,26 34,59 26,20
TR 2 77,28 43,00 67,32 63,23 55,49 9,10
BO 1 78,00 45,14 47,06 60,52 2231 26,70
BO 2 77,60 51,00 49,65 64,25 20,71 19,70
TA 1 81,80 38,34 48,01 58,08 41,93 29,90
TA 2 80,08 48,19 49,28 60,66 23,02 22,30
DR 1 71,20 63,54 54,70 69,83 . 13,00
DR2 70,28 63,00 66,22 64,45 . 13,00
DR 3 70,28 57,27 63,16 63,15 . 13,00
DF 1 70,14 54,54 54,07 64,25 10,85 21,00
DF2 73,60 53,73 63,08 65,60 15,91 22,10
DF 3 80,40 54,89 64,90 65,72 17,45 22,20
DP1 69,16 61,20 68,71 65,47 30,41 17,70
DP2 72,68 61,90 72,13 65,93 36,34 11,70
DP3 73,92 36,92 65,02 63,34 31,87 14,70

* Andlises ndo realizadas em fungdo da posterior deterioragdo das amostras. TR : Usina Trapiche,
BO : Usina Bonfim, TA : Usina Tamoio, DR : Usina Diamante (Mel rico), DF : Usina Diamante
(Mel final), DP : Usina Diamante (Mel pobre), 80, " Sulfito, N: Nitrogénio, Pol : Polarimetria
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Os dados da Tabela 10 mostram variagdes na composi¢do entre amostras de uma
mesma usina e usinas diferentes, principalmente com respeito ao Pol, SO;”, e N. Estas
variagdes sdo esperadas por tratarem-se de amostras provenientes de diferentes fabricas e
portanto com graus de exaustdo diferenciados. Porém, as determina¢des de sulfito e
nitrogénio apresentaram grande variagdo, sendo o valor maximo em relagdo ao minimo
5,1 vezes para o sulfito e 3,3 vezes para o nitrogénio. Para valores de Pol esta relagdao

atingiu 2,3 vezes, 1,2 para Brix, 1,5 para ART CLAE e 1,2 para ART Fehling.

Ainda com respeito a Tabela 10, as amostras que apresentaram menor valor de
sulfito, elemento que compromete a fermentag@o, foram as da Usina Diamante (DF1) e
Bonfim (BO2) e a que apresentou o maior valor a da usina Trapiche (TR2). Esta tltima

apresentou o menor teor de nitrogénio.

4.1.1. Determinacéo dos Principais Acucares do Melaco por CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, diferentemente de outras técnicas,
permite a determinagdo individual dos principais agucares do melago. O teor destes
agucares esta ilustrado na Figura 7.

Segundo Binkley & Wolfrom (1953), e Olbrich (1960, 1974) a composigdo de
agucares € bastante variavel para melagos de cana-de-agicar. Para Binkley & Wolfrom
(1953), os valores médios de sacarose, glicose e frutose sdo respectivamente 35, 7 ¢ 9%.
Ja para Olbrich (1960, 1974) estes valores s&o 32, 14 e 16%, na mesma ordem.

A partir dos dados da Figura 7, verifica-se que a maioria das amostras apresentou
valores de sacarose acima da média citada por estes autores, e valores de glicose e
frutose abaixo da média. Além disso, as amostras provenientes da Usina Diamante foram
as que apresentaram menores teores de glicose e frutose (Mel rico 1, 2 ¢ 3 e Mel
pobre 1 e 2). O fato das usinas usarem artificios para a obten¢do do maximo rendimento
em sacarose, recozendo os méis por exemplo, propiciam a formagdo de compostos de cor

e induzem reagdes quimicas, podendo levar a inversdo da sacarose e aumentando niveis
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de glicose e frutose, levando este material a apresentar grande variabilidade de

concentrac¢ao de cada agucar.

Yp/p
70 |

60
0,
40
3 f ;

20

Figura 7. Variaciao do teor de sacarose, glicose e frutose nos diferentes melacos

4.1.2. Determinacio da Pureza dos Melacos Através das Analises de Acucar

e Brix

A determinag@o polarimétrica em usinas € uma técnica amplamente utilizada por
suas caracteristicas de rapidez e simples execu¢do. Esta determinagdo € conhecida pelo
termo sacarose aparente, pois a técnica nao determina somente a sacarose, tendo seus
resultados alterados em amostras muito complexas. Algumas usinas utilizam a relagao
Pol/Brix como determinagao do grau de pureza de amostras, rela¢ao esta conhecida por
pureza aparente. Os resultados obtidos por esta técnica neste tipo de amostra sdo
imprecisos, devido a interferéncia das impurezas oticamente ativas. Quando comparados

com resultados da analise cromatografica, levam a resultados divergentes. A técnica
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CLAE pode ser considerada a mais exata entre as demais pelo fato de ndo sofrer
modificagdes pela presenga de impurezas na amostra, que podem ser adequadamente

separadas dos aguicares.

As comparagdes dos resultados entre as técnicas tradicionais (Fehling e Pol) e a

mais atual (CLAE), estdo ilustradas nas Figuras 8, 8a e 8b.

A Figura 8 mostra que a curva de Pol manteve-se acima da curva obtida com
CLAE, para a maioria das amostras analisadas, confirmando que para melagos, esta
técnica pode superestimar os valores. Segundo Kitchen (1988), a presenga de dextrana-
dextrorrotatoria, eleva os valores deste tipo de analise, mostrando assim a imprecisao da
técnica para amostras complexas como o melago. Em alguns casos isto ndo ocorreu,

podendo ser compreendido pelos altos teores de frutose, um agucar levorrotatorio.

Y plp
70 -

60-
50-
40 -
304 |
20 |

104 [

i = i ] 2

TRI1 TR2 BOI1 BO2 TAl TA2 DRI DR2 DR3 DF1 DF2 DF3 DP1 DP2 DP3

O Sacarose-CLAE [ Sacarose aparente (Pol)

Figura 8. Comparacio dos valores de concentracio de sacarose em melacos de
cana-de-acucar analisados por CLAE e Polarimetria

RESULTADOS E DISCUSSAO



48

TR1 TR2 BOI1 BO2 TA1 TA2 DRI DR2 DR3 DF1 DF2 DF3 DP1 DP2 DP3
EART CLAE B ART Fehling

Figura 8a. Comparacio dos valores de ART em melacos de cana-de-aciucar
analisados por CLAE e Fehling

Os dados obtidos para as analises de determinagdo de ART por Fehling e CLAE,
ilustrado na Figura 8a, demontram que a técnica titulométrica resultou em valores
superiores. Assim como observado para a técnica de Pol, a curva de Fehling manteve-se
acima da curva da CLAE, confirmando que para melagos esta técnica também

superestima os valores, excetuando-se o caso das amostras TR2, DR2, DP1, DP2 e DP3.

A determinagdo de Pureza utilizando-se resultados de Pol e Brix obtidos da
determinagao de sacarose por CLAE, ilustrada na Figura 8b, demonstra que o emprego
destas analises para efeito de calculo de Pureza, acarretam valores bastante superiores
aos obtidos por CLAE. Os menores valores obtidos pela relagdo Pol/Brix foram os das
amostras TR1, TAI, DP3 e TR2, justificados pelos maiores teores de frutose-
levorrotatoria (Figura 7), que alterou o desvio da luz polarizada e ocasionou diminuig¢do
nas leituras de Pol. Ja os maiores valores obtidos pela relagdo Pol/Brix foram os da Usina

Diamante, exceto a amostra DP3, em fung¢ao do baixo valor de Pol.
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TR1 TR2 BOl BO2 TA1TA2 DRI DR2 DR3 DF1 DF2 DF3 DP1 DP2 DP3

O Sacarose-CLAE OPureza aparente (Pol/Brix)

Figura 8b. Comparaciio entre os valores de concentracio de sacarose por CLAE e
da relaciio Pol/Brix (Pureza aparente)

4.1.3. Analise Estatistica dos Resultados Obtidos a Partir das Diferentes

Técnicas Empregadas para Determinaciio de Acicares no Melaco

Na Tabela 11 encontram-se os valores de probabilidade do teste T, empregados
para os diferentes métodos de analise do melago e seus respectivos niveis de significancia,
obtidos pelo Programa Statistic for Windows 3.1" (WinSTAT). Verificou-se que o
método cromatografico diferiu dos demais, confirmando a teoria de que a aplicag¢do das

técnicas classicas pode ocasionar erros nos calculos.

Tabela 11. Teste T para anilises quimicas do melago

Pol/Brix ART penling
ART cpae p=0,0313 = p=0,0432 *
ART penling p=0,1959™
* O teste indicou haver diferenga significativa entre as técnicas. ao nivel de 95% de confianga

ns ndo significativo
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4.2. ENSAIOS DA FERMENTACAO ALCOOLICA EM BATELADA

4.2.1. Determinacéo de acicares no mosto e vinho, por Fehling e CLAE.

Os experimentos de fermentagio foram delineados utilizando-se um experimento
com valor referencial de ART de 150 g/L (Rossel, 1988; Andrietta, 1997), além de dois
outros, acima e abaixo do valor citado, nas concentra¢des de 120 e 180 g/L. Para a
dilui¢do e ajuste da concentragdo de ART, tomou-se por base a concentragdo obtida por

cromatografia liquida na matéria-prima.

4.2.1.1. Ac¢ucar Residual

Durante o processo fermentativo, as leveduras utilizam parte do agucar fornecido
para a produg@o de etanol e para manter o seu ciclo vital, ou seja, respiragdo e formagdo
de biomassa. Dados de literatura indicam que aproximadamente 5% do agucar consumido

pela levedura seja desviado para sintese de glicerol, acidos e formagdo de massa celular.

O balango de massa de agucar nos experimentos, foi calculado pela diferenga da
massa de aglicar fornecida (ART-mosto) e a massa de agticar ndo metabolizada (residual-
vinho). A partir desta diferenca de massa, obteve-se os valores de massa de aglcar

consumido (MAC)

Nas Tabelas 12, 12a e 12b, encontram-se os valores médios obtidos das
concentragdes de agucares redutores totais pelas técnicas de Fehling e cromatogréfica.
Para cada técnica aplicou-se o teste F, cujos valores e respectivos niveis de significancia,
obtidos pela analise de variancia (ANOVA), estdo representados nas mesmas Tabelas. As
médias foram comparadas pelo teste de Duncan ao nivel de 0,05 de probabilidade. Foram
obtidos também através da analise descritiva basica, o desvio padrao (DP), a média para
cada técnica (M) e o coeficiente de variagdo (CV%), pelo programa WinSTAT. As
demais analises, referentes as determinagdes de CO,, glicerol, massa celular seca, etanol e

acidez, estdo descritas no ANEXO L.
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Tabela 12. Média das determinac¢des da concentracio de ART no mosto e vinho,

do experimento 120 g/L

MAM MAM MARS MARS MAC MAC
Fehl CLAE Fehl CLAE Fehl CLAE

TR1 11,870 11336%  543fP  403de” 6442 7302
TR2 10,20 b 11,52 922 6,85 f 1,59 h 4,67 ¢

BOI1 14,31 ] 1485]  2,11dg 1,28b 12,20j  13,57d
BO2 12,04d  13,94e  4,03a 2,95¢ 8,01 e 10,98 b
TAl 12,11d  1445f  1,22be 0,08 a 10,89 i 14,37
TA2 13,04 1456f 283 gh 1,15b 1021b 13,414
DRI 14,141  13,42d 9,011 684f  513cd  658g
DR2 10,73f  13,40d  46lae  3,66d 6,12 a 973 ¢
DR3 10,88¢  12,62¢  500ef  3,75d 5882 8,87 h

DF1 1294e  1403h  409a 2,88 ¢ 884f  11,14b

DF2 11,71 g 12,50 a 1,99 cd 0,93 b 9,72 bg 11,571
DF3 10,55 a 10,35 g 1,42 bed 0,33 a 9,12 fg 10,03 ¢

DPI 1049a 10,07 e 5,60 f 433e 4,90 ¢ 5,74
DP2 10,18b  1028¢c  4,45ae 306c  5,74ad 722 a
DP3 10,532  9,03a 2,99 h 188 ¢ 754 € 715a

Pad 10,92¢  1124b  094b 0,14 a 998b  11,09b

F(1533) 12132* 19162* 87,66* 23121*  138,6%  4227*

M 11,65 12,33 3,99 2,71 7.69 9,62
DP 1,31 1,79 2,47 2,11 2,69 2,86
CV (%) 1,61 2,07 8,84 11,13 5,00 425

MAM:Massa de agiicar mosto, MARS:Massa de acgucar residual-vinho, MAC:Massa de agiicar

consumido, M:Média. DP:Desvio padrio, CV: Coeficiente de variagdo

) Para cada varidvel, médias seguidas por letras iguais indicam ndo haver diferenga significativa
ao nivel de 0.05 de probabilidade pelo teste de Duncan.

*) p < 0,001
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Tabela 12a. Média das determinacdes da concentracio de ART no mosto e vinho,

do experimento 150 g/L

MAM MAM MARS  MARS MAC MAC
Fehl CLAE Fehl CLAE Fehl CLAE
TRI 1472g® 11,9h® 7,10bc® 528e® 762ac® 6,70d"
TR2 1298e¢  17,13d  1025h 8,92 f 2,73 f 821D
BO1 1508d  16,88d  4,79fg 3,33b 1029g 13,55 gh
BO2 18,12b  15,64¢  685abc  4,38¢ 11,26b 11,26k
TAl 17,03 i 1575¢  1,36de 0,69 a 15,67 h 15,06 i
TA2 1631h 16,08 ¢ 4.05f 30lb  1227bd 13,06 cg
DRI 18,07b  17,00d 11,06 h 9,17 f 7,02 a 7,84 b
DR2 1438¢c  13,03e 6,77abc  539¢ 7,6lac 7,64 ab
DR3 1331a 13,83a 6,07 a 4.85d 724 a 8,97 ]
DFI 17,96 b 1441f  626ab  458cd 11,70b 9,83 f
DF?2 1347a  1445bf  204e 1,63 g 11,43b  12,81¢
DF3 13,49a  138la  164de 1,02 a 11,85b  12,80¢
DPI 1427¢ 1363 a 729 ¢ 6,161 6,97 a 7,47 ae
ppP2 13,44a 1339ae  4,81fg 3,68 h 8,63 ¢ 9,71 f
DP3 13,52a  10,17¢g 5,09 g 3,15b 843ce  7,02de
Pad 1401 f  14,84b 1,10d 0,84 a 1291d  1401h
F (15,33) 730,61*  151,85*  107,08%  48448*  9708*  210,15%
M 14,99 14,52 5,44 4,14 9,74 10,54
DP 1,79 1,84 3,02 2,56 3,11 2,84
CV (%) 1,69 1,79 7,87 8,73 4,52 3,81

MAM:Massa de agtiicar mosto, MARS:Massa de agucar residual-vinho, MAC:Massa de agucar
consumido. M:M¢édia, DP:Desvio padrdo, CV: Coeficiente de variagio
(n Para cada variavel, médias seguidas por letras iguais indicam ndo haver diferenga significativa

ao nivel de 0,05 de probabilidade pelo teste de Duncan.
* p <0.001
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Tabela 12b. Média das determinacdes da concentracio de ART no mosto e vinho,

do experimento 180 g/L

MAM MAM MARS MARS MAC MAC
Fehl CLAE Fehl CLAE Fehl CLAE

TR1 1738h® 12766 846f" 614de® 892a  6,62a?
TR2 15,02 b 12,62 11,891 975 f 3,13h 2,88 ¢

BOI1 20,83 j 18,14j  6,60dg  534b 1423  12,80d
BO2 18,58d  17.67e  757a 5,98 ¢ 11,0le  11,69b
TAl 1883d  1507f 3,79bc  2,14a 15,04 i 12,92 ]
TA2 1932¢  16,04f 589gh  3,84b 13,43b  1221d
DRI 17,67i  18,55d  1231i 10,50f  5,36¢d 8,05 ¢
DR2 16,02f  14,17d 7,60 ae 5,68 d 842 a 8,49 ¢
DR3 1473¢  1536¢  7,19¢f  495d 7.54 a 10,40 h
DFI 17,69¢ 17,63 ¢ 581a 4,58 ¢ 11,88f  13,05b

DF2 15,52 g 15,34 ¢ 2,60 cd 1,29 b 12,91 bg 14,05 i
DF3 14,51 a 1446a 2,46 bed 0,68 a 12,05 fg 13,78 ¢

DPI 1467a  1555h 7,96 f 6,14 e 6,70 941 f
DP2 13,61b  1385a 6,22 ae 512¢  739ad 8,72 a
DP3 15,72a  10,68g  5,00h 333 ¢ 10,72 e 734 a
Pad 1552¢  1684b  296b 1,70 a 1256b  15,15b
F (1533) 1213,22* 1916,19%  87,66*  23121*%  138,63*  422,66*
M 11,65 12,33 3,99 2,71 7,69 9,62
DP 1,31 1,79 2.47 2.11 2,69 2,86
CV (%) 1,61 2,07 8,84 11,13 5,00 4725

MAM:Massa de aclicar mosto, MARS:Massa de acucar residual-vinho, MAC:Massa dc agflicar

consumido. M:Média, DP:Desvio padrio, CV: Coeficiente de variagio

(1) Para cada varidvel, médias seguidas por letras iguais indicam nfo haver diferenga significativa
ao nivel de 0,05 de probabilidade pelo teste de Duncan.

(*) p < 0,001
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Estatisticamente aplicou-se o teste T, utilizando-se as triplicatas dos valores de
Massa de agucar do mosto (MAM), massa de agucar residual (MARS) e massa de agucar

consumido (MAC), cujos resultados estdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Teste T para valores de MAM, MARS e MAC, dos ensaios 120, 150 e
180¢g/L

MAMCLAE X MAMFehling MARS(,LA.E X MARSFehling MACCLAE X MACFehling

120 p=0,0352" p = 0,0066 " p = 0,0009 ™
150 p=0,1971" p=0,0254" p=0,1964"
180 p =0,0036 " p=0,0035" p=0,5166"

3

O teste indicou haver diferenga significativa entre as técnicas, ao nivel de 95% de confianga
O teste indicou haver diferenga significativa entre as técnicas, ao nivel de 99% de confianca
nio significativo

Diferentemente da analise de melago (matéria-prima) e de mostos, onde a
concentrag¢do de agicares € mais elevada, a analise de agucar residual torna-se limitada
pela baixa sensibilidade e especificidade da determinag¢do de ART em amostras com baixo
teor de agucares redutores. Por outro lado, a cromatografia liquida com detector de pulso
amperométrico ¢ altamente sensivel, capaz de detectar agucares a niveis de picomol
(White Jr & Widmer, 1990; Lewis & Schafller, 1992). Este fato pode justificar a
diferenca significativa entre Fehling ¢ CLAE para os valores de MARS nos trés

experimentos.

Nas Figuras 9, 10 e 11, encontram-se as dispersdes dos valores de MAM (Figuras
9a, 10a e 11a), MARS (Figuras 9b, 10b e 11b) e MAC (Figuras 9c¢, 10c e 11c), para os
experimentos 120, 150 e 180 g/L.
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A dispers@o dos valores de MAM entre as técnicas demonstrou baixa correlagio,
a qual pode ser justificada pelos altos fatores de diluigdo que a analise de CLAE requer,
atingindo em alguns casos fatores de 50.000 ou mais. Esta diluigdo se faz necessaria em
fungdo da alta concentragdo de aglicar nas amostras que certamente saturariam o
eletrodo. Os resultados obtidos quando se utiliza um pipetador automatico para
transferéncia de volumes sdo sempre repetitivos, mas podem ocorrer erros quando grande
numero de transferéncias sdo realiizadas. Além do elevado fator de dilui¢do para a
CLAE, deve-se citar a ocorréncia de outras substancias redutoras e a intensa coloragdo
das amostras que afetam a analise por Fehling, quer pelo falso positivo destas substincias

redutoras, quer pela dificuldade de interpretagdo do ponto de viragem.

Com relagdo ao MARS (agucar residual- vinho), apesar do teste T indicar
diferenca significativa entre técnicas, houve boa correla¢do entre as mesmas. As amostras
puderam ser analisadas sem a necessidade de grandes diluigdes, pois nesta etapa sobram
somente os agucares que ndo foram consumidos pela levedura. Na determina¢do de
MAM a titulagdo € realizada com a amostra (bureta), a qual dificulta a visualizagdo do
ponto de viragem pela intensa coloragdo como dito anteriormente. Ao contrario do
MAM, a determinagdo de MARS ¢ feita com a adigdo da amostra diretamente na solugio
de Fehling e a titulagdo do excedente deste reagente € realizada com uma solugio padrio
de acucar invertido (bureta), ndo dificultando a visualizagdo da formagio do oxido

cuproso, vermelho tijolo, e portanto a viragem
4.2.2. Determinacio de Etanol no Vinho

A produg@o de etanol na fermentagdo alcoolica a partir da glicose ¢ parte do
metabolismo da Sacch. cerevisiae, para a manuten¢do do ciclo vital. A formagdo de
outros produtos € decorréncia de inimeros fatores, onde parte do aglcar utilizado €

desviado para a sintese do glicerol e acidos entre outros.

Nesse tipo de fermentagdo, o nitrogénio, proveniente de varias fontes, incluindo

aminoacidos, proteinas, enzimas, uréia, amonio, acidos nucléicos, purinas, pirimidinas,
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pigmentos, vitaminas, lecitina, cefalinas e outros, ¢ um elemento importante para o

crescimento da levedura e essencial para uma fermentagdo adequada.

Niveis elevados de nitrogénio ocasionam multiplicagdo excessiva da levedura e
consequentemente um desvio maior do agucar para formag¢ao de biomassa e glicerol ,
diminuindo a produg@o de etanol. A ocorréncia de niveis baixos de nitrogénio, propicia
uma fermentagdo lenta, com baixa multiplicagio celular e baixo rendimento fermentativo,
ocasionados pelo acimulo de trealose, um dos principais carboidratos de reserva da
célula, em detrimento da produgdo de etanol. Dessa forma, o nitrogénio deve estar em

niveis ideais para ndo comprometer a fermentacao.

Nos varios experimentos realizados, foi possivel verificar a relagao entre o

nitrogénio fornecido e a produgio de etanol pela levedura (Figura 12).

Etanol ml.% Nitrogénio mg/g

X7 35

0 | 4 4 — — — —+ 0
= & 3 a = 5 = & = = & o = a &
E E 8 8 & & & B B8 8 B8 & B8 B 8

—e— Etanol 120 g/ 4 Etanol 150 g/L —e— Etanol 180 g/L. ~e— Nitrogénio (mg/g)

Figura 12. Correlacio de dados de concentracio de etanol obtido no vinho e
concentraciio de nitrogénio na matéria-prima
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As curvas de etanol e nitrogénio ilustradas na Figura 12, demonstram que o
aumento na producdo de etanol é diretamente proporcional ao aumento da concentragao
de nitrogénio presente na matéria-prima. Embora a produgdo de etanol ndo tenha uma
correlagdo direta com os valores de sulfito na matéria-prima, verifica-se que em algumas
amostras ocorre a combinagdo dos efeitos de concentragdo de nitrogénio e sulfito, ou
seja, 0 aumento da concentragdo de sulfito e a diminuigdo da concentragdo de nitrogénio,
numa mesma amostra, ocasiona diminui¢do do valor de rendimento em comparagdo a
amostras com elevada concentragio de sulfito e elevada concentragdo de nitrogénio. Esta
hipotese torna-se evidente ao comparar-se os rendimentos entre as amostras TR2 e TAl

(Ypisa ANEXO TII).

Foi realizado um breve estudo comparando-se a técnica colorimétrica de
determinagdo de etanol, utilizada neste trabalho, com a técnica de cromatografia gasosa-
CG, estando os resultados descritos no ANEXO II. Verificou-se que a técnica
colorimétrica superestimou os resultados na maioria das analises, porém como o objetivo
deste trabalho foi o de comparar valores de rendimento obtidos pelas técnicas de CLAE e
Fehling, deve-se ressaltar que ndo houve nenhuma interferéncia da técnica de
determinagdo de etanol nos calculos, uma vez que aplicaram-se os mesmos resultados de
etanol para calculo de rendimento por ambas técnicas de determinagdo de agucares. Em
outras palavras, como rendimento é massa de produto (etanol) por massa de substrato
(agucar), os valores de concentragio de etanol ndo contribuiram para eventuais mudangas

nesta relagdo.

4.2.3 Rendimento Fermentativo Calculado pelos Metaboélitos (Ypn)

Na Tabela 14 encontram-se as médias dos resultados do calculo de rendimento
dos experimentos fermentativos, para as trés diferentes concentragdes iniciais de ART no

mosto, por ambas técnicas de andlise.
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Tabela 14. Analise estatistica dos valores de rendimento alcodlico pelas técnicas de
determinaciio de ART - Fehling e CLAE
YP/M Fehhng Yp/M CLAE

120/ 150g/L. 180g/L.  120g/L  150g/L 180 g/L

TR1  5328be” 5042¢ 4893h 5950ab " 56,64c 5551g”

TR2 2796h  2695g  27.73f 34071  2967f  31,67e

BO1 76,05ag  67,03e  63,40ae 80,03fg  71,94b  6664a

BO2 66,93 d 58,95 ad 60,96 a 71,70 e 66,74 a 65,23 a

TA1 79,04 af 80,06 b 72,88 j 85,33 cd 83,07d 78,50 1

TA2 7404g  693le 6542be B8268cg 7326b 71,63 ¢

DRI 36,90 i 3639h  39,85g  4243]  4028¢g  4327f
DR2 5471bc  50,81c  5399d 5920ab  5556¢  5991b

DR3 55,11bc  5540d  5727i  61,17b 60,191  64.90a

DFI1 66,88d  60,62a  6742b  7291e  66,72a  7138¢
DF2 7920a  8029b  7840c¢ 863lcd 8251d  84.06d

DF3 80,0la  8321bf 80,71c 87,77dh  8694e 89,08 ]

DPI 50,03 e 45691  5249d  55.84a  49.48h  58.42b
DP2 58,79¢  60,04a  6097a 6668k  653%9a  6513a

DP3 70,75df  628la  68,11b  7790f  7141b 7491 h

Pad 84,71 j 86,07f  7993c¢  90,16h  87,56e  8563d

F(15,33) 13431* 180,46 167,478  15923*  38126*  347.40*
M 63,83 61,40 61,54 70,02 65,91 67,00
DP 16,20 16,73 14,36 16,43 16,30 14,95
CV (%) 3,62 3,89 3,33 3,35 3,53 3,19

(1) Para cada varidvel, médias seguidas por letras iguais indicam nfo haver diferenga significativa ao
nivel de 0,05 de probabilidade pelo teste de Duncan. (*) p < 0,001
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A Tabela 15 mostra os valores do teste T para os calculos de rendimento, nos

diferentes experimentos.

Tabela 15. Teste T para valores de Ypn, nos experimentos 120, 150 e 180 g/L

Yemcrae X Yem Fehling

120 p=0,0634"
150 p=0,1790"
180 p=0,0680"

O teste indicou haver diferenga entre as técnicas ao nivel de 93% de confianga (marginalmente
significativa)

ns

ndo significativo

4.3. COMPARACAO DO POTENCIAL FERMENTATIVO DOS VARIOS
MELACOS, EM RELACAO A UM MEIO SINTETICO PADRAO

Através das analises dos produtos do metabolismo fermentativo e do agucar
residual, foi possivel determinar os fatores para etanol, glicerol, CO,, massa celular e
acucar residual e determinar o Potencial Fermentativo das varias amostras de melago,
utilizando-se o meto padrdo como referéncia. Os valores obtidos dos fatores da
fermentacdo e do Potencial Fermentativo de cada amostra estdo descritos nas Tabelas 16,

16a e 16b.

A partir dos valores do Potencial Fermentativo, foi possivel classificar as amostras
em ordem crescente e compara-las em cada ensaio. A classificagio das amostras esta

ilustrada nas Figuras 13, 13a, 14, 14a, 15 e 15a.
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Figura 13. Amostras ordenadas segundo valores de  Potencial
Fermentativo (Fehling-120 g/L)

-60000 -50000 -40000 -30000 -20000 -10000

=

Figura 13a. Amostras ordenadas segundo valores de Potencial Fermentativo
(CLAE-120 g/L)

RESULTADOS E DISCUSSAO



67

TR2

DR1

DP1

TRI

DR2

DR3

DP3
DP2
DF1

TA2
DF2
DF3
TAI

-25000 -20000 -15000 -10000 -5000

Figura 14. Amostras ordenadas segundo valores de Potencial
(Fehling-150 g/L)
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Figura 14a. Amostras ordenadas segundo valores de Potencial Fermentativo

(CLAE-150 g/L)
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Figura 15. Amostras ordenadas segundo valores de Potencial Fermentativo
(Fehling-180 g/L)
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Figura 15a. Amostras ordenadas segundo valores de Potencial Fermentativo
(CLAE-180 g/L)
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Ao analisar as Figuras 13, 14 e 15, observa-se que na maioria dos casos as
amostras que tiveram os mais baixos valores de Potencial Fermentativo foram
TRI1,TR2, DR1, DP1 e as que apresentaram os mais altos valores, TA1l, TA2, DF2 e
DF3.

Com respeito as amostras TR1 e TR2, o fraco desempenho pode ser atribuido ao
fato da Usina Trapiche, fornecedora dessas amostras, retirarem na fabrica de aglcar o
maximo possivel da sacarose, tornando-as altamente esgotadas, ou seja, com baixos
teores de sacarose e elevadas concentragdes de impurezas. Entretanto algumas amostras
da Usina Diamante, que nio esgota tanto seus melagos, apresentaram baixos valores de
PF, classificando-se entre as piores amostras (DR1, DP1). Isso pode ser atribuido ao fato
dos melagos serem matéria-prima de composi¢da bastante variada, sendo que a amostra
DR1 possui baixa concentragdo de nitrogénio e a amostra DP1 alta concentragcdo de
sulfito. Amostras mais esgotadas que as da usina Diamante e menos esgotadas que as da
Trapiche, por exemplo as das Usinas Tamoio e Bonfim, revelaram um bom PF nos
ensaios com 120 e 150 g/l. de ART. Entretanto, no ensaio com 180 g/L. estas mesmas
amostras foram pior classificadas do que algumas amostras da Usina Diamante.
Provavelmente, com o aumenta da concentragdo de ART, alguns elementos passaram a

desfavorecer a fermentagéo.

Apesar das usinas estabelecerem critérios e padrGes de procedimento para
fabricagdo do aglcar, existe uma série de fatores que tornam dificil a obtengdo de
melagos com as mesmas caracteristicas € composi¢cdo durante toda safra. Dentre estes,
podem ser citados a colheita tardia da cana, longos periodos de chuva, armazenamento e

condi¢bes operacionais inadequadas.
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44. AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DO RENDIMENTO
FERMENTATIVO EM FUNCAO DE VALORES DE SULFITO E NITROGENIO

A avaliagao do comportamento do rendimento fermentativo (Ypy) em fungido de
valores de sulfito e nitrogénio estdo ilustradas nas Figuras 16, 16a e 16b. Os valores de

SO: " e N foram corrigidos em fungdo das dilui¢des utilizadas para ajuste do ART do

mosto.
EREE=
= 90
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+ 70
£
g + 60 £
g 50 8
|
B 40 3
| 8 (=
[ - 30
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| H i 10
| S 8§ 5 8 cd=d68 0 88 pop
i EERRSE20E BREER BB
| [ Nitrogénio(mg/g) Emm Sulfito(g/g) == YP/M Fehling —@— YP/M CLAE

Figura 16. Comparacio entre os valores de rendimento obtidos por Fehling e

CLAE e concentracdes de N e SO;  (Experimento 120 g/L)

Os dados da Figura 16, mostraram uma correlacdo linear entre as técnicas
analiticas (R=0,99397, R’=0,98799), com valores de rendimento tendendo a diminuir
com o aumento de concentragio de sulfito e a aumentar com o aumento da concentragao
de nitrogénio. Isso pode ser evidenciado nas amostras com alto teor de sulfito e baixo
teor de nitrogénio (TR2), onde o rendimento foi baixo, e nas amostras com alto teor de
nitrogénio e médio teor de sulfito (BO1 e TA2), onde o rendimento foi superior. A
equagdo de correlagdo entre as técnicas encontrada foi Y=a+b*x, onde Y=CLAE e

=Fehling e valores de a e b, -4,77485 e 0,97979, respectivamente.

Amostras como DP2 e DP3., cujo rendimento foi baixo (= 65%), e que

RESULTADOS E DISCUSSAO



71

apresentaram concentra¢ao de sulfito proxima a da amostra BO1 (alto rendimento =
85%), continham menos da metade do valor de concentragao de nitrogénio desta ultima,
o que reforca a idéia de que esses elementos atuem de forma a terem seus efeitos
somados ou anulados, atuando simultaneamente.

Verificou-se também que a curva do rendimento obtido com dados de agucar
determinados pelo método de Fehling, manteve-se sempre inferior a curva obtida com
dados de agucar determinados por CLAE.

O rendimento calculado levando-se em consideragdo os varios metabolitos
produzidos pela levedura (Y pn), mostrou ser a melhor forma de calculo, quando
comparada com as demais Y psa € Y psc , as quais demonstraram baixa correlagdo entre

as técnicas e valores de rendimento acima de 100% (Anexo I1I).

E E

= Nitrogénio(mg/e) @ Sulfito(g/g) —aA— YP/M Fehling —@— YP/M CLAE

16 - ' 90
' 14 1 + 80
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& | : & |
z 4 i i
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o) &
= 2

=

<
=

Figura 16a. Comparacio entre os valores de rendimento obtidos por Fehling e

CLAE e concentracdes de N e SO3; " (Experimento 150 g/L)

Apos analise dos dados de rendimento ilustrados na Figura 16a, verificou-se
correlagdo hiperbdlica entre as técnicas (R=0,99597, R’=0,98799). As amostras com
mais baixos rendimentos foram as TR2, DR1 e DP1, assim como no ensaio de 120 g/L.. A

equagdo de correlagdo entre as técnicas encontrada foi Y=x/(a+b*x), onde Y=CLAE e
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x=Fehling e valores de a e b, 1,13563 e -8,05543 E-04 respectivamente.
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Figura 16b. Comparacio entre os valores de rendimento obtidos por Fehling e

CLAE e concentracdes de N e SO;  (Experimento 180 g/L)

Através da Figura 16b verifica-se comportamento similar ao obtido no ensaio com
150 g/L de ART, com relagdo ao desempenho das amostras. Pela analise dos dados de
rendimento ilustrados nesta Figura, verificou-se correlagdo hiperbdlica entre as técnicas
(R=0,99519, R*=0,99042). A equagdo encontrada de correlagdo entre as técnicas foi
Y=x/(a+b*x), onde Y=CLAE e x=Fehling e valores de a e b, 1,1654 e -1,08594 E-03

respectivamente.

4.5. AVALIACAO DA PRODUTIVIDADE ALCOOLICA DE AMOSTRAS DE
MELACO FERMENTADAS

A produtividade horaria de etanol (PHE), bem como a produtividade horaria em
relagdo a concentragdo celular (PHEC), sdo dados importantes para determinar a
capacidade que uma determinada cepa tem em utilizar o substrato, ou seja, os agucares

do melago e transforma-los em etanol.
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O PHE, o PHEC, bem como as massas produzidas de etanol (MPE) e de células

(MPC), estdo relacionados e classificadas nas Tabelas 17, 17a e 17b.

Tabela 17. Média das triplicatas dos valores de PHE, PHEC, MPE e MPC (Ensaio
com 120 g/L. de ART)

PHE PHEC MPE MPC
TRI 0,15 0,42 3,68 0,37
IR 0,08 0,50 1,82 0,15
BO1 0,27 0,33 6,45 0,81
BO2 0,23 0,42 5,53 0,55
TAl 0,26 0,30 6,19 0,86
TA2 0,25 0,39 5,98 0,64
DRI 0,13 0,37 3,11 0,35
DR2 0,14 0,44 3,47 0,33
DR3 0,15 0,45 3,55 0,33
DFI 0,21 0,44 5,00 0,47
DF2 0,22 0,39 5,18 0,56
DF3 0,21 0,33 5,00 0,64
DPI 0,13 0,39 3,06 0,33
P2 0,15 0,41 3,51 0,36
DP3 0,18 0,44 437 0,41
Pad 0,18 0,26 425 0,51

PHE: produtividade horaria de etanol; PHEC: produtividade horaria de etanol em relagio a concentracgio

celular, A/PE: massa produzida de etanol; A/PC: massa produzida de células.
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Tabela 17a. Média das triplicatas dos valores de PHE, PHEC, MPE e MPC (Ensaio
com 150 g/L. de ART)

PHE PHEC MPE MPC
TRI 0,18 0,43 425 0,41
TR? 0,08 0,47 1,99 0,18
BOI 0,30 0,36 7.27 0,85
BO? 0,26 0,40 6,30 0,65
TAL 0,31 0,34 7.52 0,92
T2 0,28 0,38 6,70 0,74
DRI 0,15 0,35 3,62 0,43
DR2 0,17 0,36 418 0,48
DR3 0,18 0,38 4,29 0,47
DFI 0,24 0,35 5,69 0,68
DF2 0,26 0,34 6,21 0,75
DEF3 0,26 0,36 6,18 0,72
DPI 0,14 0,38 3,43 0,38
P2 0,18 0,39 422 0,45
DP3 0,21 0,45 5,07 0,47
Pad 0,21 0,32 5,00 0,49

PHE: produtividade horaria de etanol, PHEC: produtividade hordria de etanol em relagdo a

concentraciocelular; MPE: massa produzida de etanol; MPC: massa produzida de células.
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Tabela 17b. Média das triplicatas dos valores de PHE, PHEC, MPE e MPC (Ensaio
com 180 g/L. de ART)

PHE PHEC MPE MPC
TRI 0,20 0,44 4,89 0,46
TR2 0,10 0,49 2,44 0,21
BO1 0,35 0,38 8,33 0,92
BO? 0,32 0,43 7,58 0,74
TAl 0,36 0,38 8,55 0,94
142 0,33 0,39 7,92 0,85
DRI 0,19 0,37 466 0,52
DR2 0,22 0,39 5,34 0,57
DR3 0,23 0,39 5,57 0,59
DF1 0,31 0,36 7.44 0,85
DF2 0,32 0,36 7,73 0,90
DF3 0,32 0,39 7,73 0,84
DPI 0,20 0,41 4,84 0,49
P2 0,22 0,42 5,30 0,53
DP3 0,27 0,47 6,37 0,56
Pad 0,32 0,48 7.70 0,67

PHE: produtividade horaria de etanol, PHEC: produtividade horaria de etanol em relagdo a concentragio

celular; MPFE: massa produzida de etanol; A/PC: massa produzida de células.
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As amostras que apresentaram melhor produtividade horaria foram as amostras
BO1, TA1 e TA2. As mais baixas produtividades foram observadas para TR1, TR2, DRI
e DP1. Com respeito a produtividade horaria em relagio a massa celular, as que
permitiram obter maior valor, e conseqiientemente as que apresentaram menor produgdo
de biomassa foram TR1, TR2, DR3, DP3. O contrario foi observado para as amostras

BO1, TA1, DR1, DF1 e DF2.
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5. CONCLUSOES

A analise estatistica indicou haver diferenga significativa (95% de confianga) entre
as técnicas de Fehling e CLAE, para a determinag¢do de ART em melago (matéria-
prima) e na fermentagdo (vinho). A analise também indicou haver diferenga

significativa entre as técnicas de Pol e CLAE para melagos.

A utilizag@o do célculo de rendimento pelo uso dos metabolitos propicia uma curva

com boa correlagdo quando compara-se a técnica de Fehling com CLAE.

Calculos de rendimento utilizando-se o agucar alimentado (Ypsa) Ou o agucar
consumido (Yps.) analisado por Fehling, apresentaram grandes distor¢des em

relacdo a analise cromatografica (ANEXO 11I).

Verificou-se que para a fermentagdo alcodlica com mostos a base de melago, o

nitrogénio favorece a produgio de etanol e o sulfito a prejudica.

Verificou-se que ndo existe correlagdio entre o desempenho fermentativo e a
coloragdo dos melagos. Processamentos direcionados a obtencdo de melagos
altamente esgotados (amostras escuras), proporcionaram fermentagdes com

desempenho superior aos melagos de menor exaustdo (amostras claras).

A técnica de Pol superestimou valores de sacarose ndo sendo indicada para
determinagdo de pureza de melagos, confirmando dados de literatura de que

compostos como dextrana e outros constituintes alteram o desvio rotatorio.

A afirmacdo de que ..."melagos esgotados prejudicam a fermentag¢@o e diminuem o
rendimento", é parcialmente verdadeira e deve ser reavaliada, uma vez que amostras
das Usinas Tamoio e Bonfim, processadas para alta exaustdo da sacarose, revelaram
em alguns ensaios desempenho superior as amostras da Usina Diamante, menos
esgotadas. A afirmacio procede quando verifica-se que amostras como a Trapiche 2,

altamente esgotada, produz pouco etanol e fermenta lentamente.

CONCLUSOES
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6. SUGESTOES

* Tendo em vista a boa correlagdo entre as técnicas de Fehling e CLAE para o calculo
de rendimento por metabolitos-Ypn (R=0,990), e para a determinagdo de agucares
residuais no vinho-MARS (R=0,980), sugere-se a utilizagdo da técnica de Fehling
em usinas, pela facilidade de execugdo e baixo custo, e aplicagdo da equag@o
Y (Fehtingycorrigido = (Y (Fehling)determinado +3,99525)/0,97936, para corregdo dos valores de
rendimento. Pode-se também aplicar a correg@o para valores de agucar residual, onde
MARS (ralingycorrigido = (MARS (kchiing)determinado -0,98041)/1,11253, para corregdo dos

valores de agucar residual.

= Tendo em vista a boa correlagdo entre as técnicas de CG e colorimetria para a
determinagdo de etanol (R=0,9714), e uma vez que verificou-se que a técnica de
determinag¢do de etanol por colorimetria superestima os resultados, sugere-se a
analise pela técnica colorimétrica, mais simples e barata, e a correcdo do célculo da

massa de etanol produzido através da equagao:

Etanol (colorimétrico)corrigido — ( Etanol (coloriméxrico)determinado/l B 1 8085)AO,99282

= Utilizar nos laboratoérios de usinas as técnicas empregadas neste trabalho para a
determina¢do da massa celular seca, glicerol, agucar residual, CO, e acidez
empregadas no calculo de rendimento por metabolitos (Ypam). As técnicas
encontram-se em literatura, sdo de facil execucdo, baratas, rapidas e ndo requerem
infra-estrutura complexa, uma vez que a maioria dos laboratorios de usinas dispdem
de equipamentos como estufa, espectrofotometro, balanga analitica, destilador,

reagentes, vidrarias, dentre outros.

= A determinagdo de nitrogénio caracteriza-se por ser uma técnica rapida, barata e de
simples execugdo. Sugere-se a aplicagio desta técnica em amostras de melago, uma
vez que verificou-se correlagdo direta entre a produgédo de etanol e niveis adequados

deste elemento.

" SUGESTOES
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A determinagdo de sulfito no melago pode orientar a otimizagdo da produgdo de
etanol a partir de mostos a base de melago de cana-de-agucar, uma vez que niveis
muito elevados deste elemento podem prejudica-la, principalmente em melagos com
baixos niveis de nitrogénio Sugere-se sua aplicagdo no monitoramento da
fermentagdo alcodlica, por tratar-se de uma técnica rapida, barata e de facil

execucgao.

Na eventual possibilidade de alguma usina utilizar a técnica cromatografica para
analise de melagos de cana-de-agucar, sugere-se a utilizagdo de padrdo interno
apropriado, uma vez que o uso deste padrdo minimiza erros provenientes das grandes

dilui¢des requeridas neste tipo de analise.

Homogeneizar eficientemente as amostras para as determinagdes analiticas, uma vez
que € muito comum melagos com precipitados em abundéncia

Uma vez que elementos, como por exemplo o potassio, podem beneficiar ou
prejudicar a fermentagdo alcodlica em funcdo de sua concentragdo no meio
fermentativo, sugere-se um estudo da determinacido do teor de cinzas nas amostras

de melago de cana-de-aglcar, avaliando-se seu efeito no rendimento fermentativo.

SUGESTOES
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Amostra Frasco vazio (g)  Frasco esterilizado (g) Frasco inoculado (g) Frasco fermentado (g) Massa mosto (g)
TR1 173,49 276,76 286,77 283.22 103,27
TR1 161.05 264,19 274,25 270,96 103,14
TRI1 167,85 2716 281,66 2785 103,75
TR2 155,07 255,41 265,42 264,17 100,34
TR2 150,99 251,53 261,51 260,22 100,54
TR2 167,89 269,15 279,11 277,87 101,26
BOl 155,54 259,03 269,19 263,01 103,49
BO1 1569 260,86 270,96 264,99 103,96
BO1 155,82 260,05 270,08 264,2 104.23
BO2 1542 257.66 267,66 262,86 103,46
BO2 1547 258,46 268,42 263,42 103.76
BO2 153,75 256,91 266,92 262,11 103.16
TAl 156,59 261,28 271,4 265.42 104,69
TAl 167.21 272,06 2822 276,2 104,85
TAl 164.93 268,71 278,76 272,69 103.78
TA2 158,84 264,03 274,01 268,68 105,19
TA2 168,85 273,35 283,28 277,86 104,50
TA2 170,5 274,75 284.8 279,61 104.25
DRI 160,49 263,38 273,36 270,01 102,89
DR1 169,08 273,5 283,64 281,14 104,42
DR1 169,55 271,77 281,76 279.28 102,22
DR2 169,19 269.87 279,83 277,09 100,68
DR2 171,25 272,45 282,43 279.72 101.20
DR2 162,07 263.09 273,18 270,3 101,02
DR3 167,37 268,93 279,03 276,23 101,56
DR3 166.86 268.25 27838 275,54 101,39
DR3 167,05 267,9 278 275,22 100,85
DF1 168,29 270,24 280,25 276,31 101,95
DF1 171,72 273,55 283.75 279.64 101.83
DF1 166.51 269,24 279.26 275,32 102,73
DF2 168,02 270,47 280,29 276,14 102.45
DF2 166,83 26822 278,27 273,85 101.39
DF2 170,32 272,94 282,99 278,57 102,62
DF3 171,52 271,42 281,54 277,12 99,90
DF3 170,28 272,04 282.11 271,71 101.76
DF3 165.4 266,16 276,22 271,72 100,76
DP1 166,78 267,75 277,7 275,61 100,97
DP1 169,17 271,03 281,04 278,96 101,86
DP1 168,64 269,43 279,15 276,85 100,79
DP2 168.97 269,83 279,95 277,39 100,86
DP2 167,58 268,12 278,09 275,59 100,54
DP2 167.53 268,22 278,19 275.6 100,69
DP3 168,88 270,24 280,17 276,81 101,36
DP3 168,12 270,21 280,31 276,96 102,09
DP3 169,01 271,43 281,48 278,17 102,42
Pad 167,79 269,97 280,05 274,89 102,18
Pad 168.67 270,03 280,1 274,88 101.36
Pad 164.85 267.67 2777 272,53 102,82
Pad 164,76 266,72 276,85 271,63 101,96

TR : Usina Trapiche, BO : Usina Bonfim, 74 : Usina Tamoio, DR : Usina Diamante (Mel rico), DF : Usina Diamante (Mel final),
DP : Usina Diamante (Mel pobre), Pad:Padrao
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Amostra  Massa inéculo (g) Massa vinho (g) Massa de CO2 (g) Etanol (mL%) Glicerol (mg%)

Massa seca (g/L)

TR1 10,01 109,73 3,55 4,60 562,59 3,4450
TR1 10.06 109,91 3,29 4,05 564,13 3.3800
TR1 10,06 110,65 3,16 4,10 564,13 3,3300
TR2 10,01 109,1 1.25 2,18 337,80 1,4550
TR2 9,98 109,23 1,29 1.96 328,56 1,4250
TR2 9.96 109,98 1,24 2,21 325,48 1,4050
BO1 10,16 107.47 6,18 7,69 944.42 7,6050
BO1 10,10 108,09 5,97 7.36 879,75 7.4350
BO1 10,03 108,38 5,88 7,41 932,10 7,2300
BO2 10,00 108,66 4.8 6.33 947,50 5,3200
BO2 9,96 108,72 5 6.24 904,39 5.0750
BO2 10,01 108,36 4,81 6,58 941,34 4.7450
TAl 10,12 108,83 5,98 7,39 833,56 8,0650
TAl 10,14 108,99 6 6,94 787,37 7,5400
TAl 10,05 107,76 6,07 7,22 773,52 8,1900
TA2 9.98 109,84 5.33 6,63 796,61 5.4950
TA2 9,93 109,01 5,42 7,08 810.47 6,2800
TA2 10,05 109,11 5.19 6,86 751,96 5.6750
DRI 9,98 109,52 3.35 3,68 950,58 3,2500
DR1 10,14 112,06 2,5 3,43 981,37 3,2750
DR1 9.99 109,73 2,48 3,63 1030,64 3,1050
DR2 9.96 107,9 2,74 393 913.63 3.2600
DR2 9,98 108,47 271 421 913.63 2.9250
DR2 10,09 108,23 2,88 3,93 907,47 3.0700
DR3 10,10 108,86 2.8 4,32 605,70 2,8500
DR3 10,13 108,68 2,84 3,99 639,57 3,1800
DR3 10,10 108,17 2,78 4,07 622,63 3.1150
DF1 10,01 108,02 3.94 5,77 824,33 4.3700
DF1 10,20 107.92 4,11 5,94 835.10 43100
DF1 10.02 108,81 3,94 5,60 796.61 43750
DF2 9,82 108,12 4,15 6,13 650,35 4,6950
DF2 10,05 107,02 4,42 5,94 596,46 4.6750
DF2 10,05 108,25 4,42 5,86 499,46 6,1150
DF3 10.12 105.6 4,42 5,66 516,40 5,9700
DF3 10,07 107,43 4.4 5.89 536,56 5.8700
DF3 10,06 106,32 4.5 5.95 593,35 5,8600
DP1 9,95 108,83 2,09 3,43 657,06 3,0550
DP1 10,01 109,79 2,08 3.29 700,00 3,0200
DP1 9,72 108,21 2.3 3,95 688,92 3,1300
DP2 10,12 108,42 2,56 4,11 654.29 3.3450
bDP2 9.97 108,01 2.5 4,06 654.29 3.3700
DP2 9.97 108,07 2,59 4,09 665,37 3,3600
DP3 9,93 107,93 3,36 5,07 837,12 3,7350
DP3 10,10 108,84 3.35 4,89 814,96 3.8700
DP3 10,05 109,16 331 5,27 806,65 3.8500
Pad 10,08 107.1 5,16 6,41 344.04 6,1400
Pad 10,07 106,21 522 6,64 349,58 6.1750
Pad 10.03 107,68 5,17 6,56 303.39 6.2150
Pad 10,13 106,87 5,22 6,54 363,43 6,1700

TR : Usina Trapiche, BO : Usina Bonfim, T4 : Usina Tamoio, DR : Usina Diamante (Mel rico), DF : Usina Diamante (Mel final),

DP : Usina Diamante (Mel pobre), Pad:Padrao
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Fehling CLAE Fehling CLAE
Amostra  Acidez -M (g/L) Acidez -V (g/L) ART-M (g/Kg) ART-M (g/Kg) ART-V (g/Kg) ART-V (g/Kg)
TR1 141 2,33 121,13 115,63 49,09 31,62
TR1 1,41 233 121,13 115,63 49,14 37.59
TR1 1,41 2,27 121,13 115,63 50,41 41,02
TR2 0,55 0.80 105.5 119,17 77,96 61.40
TR2 0,55 0.80 105.5 119.17 95.71 61.06
TR2 0,55 0.67 105.5 119,17 80,69 66.44
BO1 0,55 2,88 1474 152,91 16,16 10,63
BO1 0,55 3,12 1474 152,91 18,84 12,60
BO!1 0,55 3,00 1474 152,91 22,91 11,94
BO2 0.37 1,96 1243 143,85 38.98 27.40
BO2 0.37 2.27 124,3 143.85 33,70 25.96
BO2 0,37 2.33 1243 143,85 37.67 27.47
TAl 0,80 2,76 123,83 147,76 14,76 1,02
TAl 0,80 2,51 123,83 147,76 6,66 0,76
TALl 0,80 3,00 123,83 147,76 12,15 0,41
TA2 0.31 2.20 132,69 148,17 32,39 11,12
TA2 0,31 2,63 132,69 148,17 22,87 9,09
TA2 031 2,51 132,69 148,17 21,53 11.09
DR1 0,12 2.08 143,53 136,14 85,74 63,80
DRI1 0,12 2,27 143,53 136,14 72,90 58,99
DR1 0.12 1.78 143,53 136,14 87.56 63.93
DR2 0,18 1.71 110,12 137,44 45,88 36.17
DR2 0,18 3,12 110,12 137,44 44,40 33,92
DR2 0,18 3,06 110,12 137.44 36,33 30.45
DR3 0.06 2.51 112,04 129,99 46,95 34,01
DR3 0,06 2,63 112,04 129,99 45,11 34,26
DR3 0.06 2,39 112,04 129,99 45,65 35.00
DF1 0,43 2,08 134,33 145,67 39,06 27.48
DF1 0.43 2,63 134,33 145,67 36,51 23.41
DF1 0,43 1,94 134,33 145,67 36.47 28.01
DF2 0,535 1.78 119,83 128,06 18,99 8,88
DF2 0,55 1.94 119,83 128,06 17,72 7.74
DF2 0,55 1,59 119.83 128,06 17,60 8,84
DF3 0,06 1,78 109,32 107.35 13,59 3,09
DF3 0,06 1.47 109,32 107,35 9,53 3,23
DF3 0,06 1,84 109,32 107,35 16,29 2.78
DP1 0,18 1,29 107,76 103,38 53.82 39.10
DP1 0,18 1,16 107,76 103,38 54.83 43.70
DP1 0,18 1,78 107,76 103,38 45,06 36,21
DP2 0,06 1,41 104,76 105,79 40,53 28.50
DP2 0.06 1.16 104,76 105,79 40,32 26,92
DP2 0,06 1.16 104.76 105,79 41.79 29.03
DP3 031 1.41 108,03 92,66 27.59 16,89
DP3 0,31 1.29 108,03 92,66 29,01 19,97
DP3 031 1,29 108,03 92,66 25,67 14,88
Pad 0,33 2,82 112,33 116,07 8.21 1.45
Pad 033 3.00 112,33 116,07 8,19 0,72
Pad 0,31 2,88 110,67 113,44 823 1.43
Pad 0,31 3,12 110,67 113,44 9,56 1.65

TR : Usina Trapiche, BO : Usina Bonfim, T4 : Usina Tamoio, DR : Usina Diamante (Mel rico), DF : Usina Diamante (Mel final),

DP : Usina Diamante (Mel pobre), Pad:Padrio, M: Mosto, V: Vinho
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Amostra Frasco vazio (g)  Frasco esterilizado (g) Frasco inoculado (g) Frasco fermentado (g) Massa mosto (g)
TR1 171,91 2773 287,42 283,45 105,39
TR1 159.46 263,88 273,91 269,9 104,42
TR1 172,28 278,54 288,59 284,95 106.26
TR2 159,64 262,39 272.5 270,96 102.75
TR2 159,18 261,67 271.8 270,26 102.49
TR2 162,15 263,59 273,75 272,22 101,44
BO1 154,34 261,92 272,07 265,46 107,58
BO1 156,74 264,31 274,32 267,68 107,57
BO1 156.7 263,69 273,77 267,12 106,99
BO2 158.4 264,35 274,57 269,09 106,15
BO2 156.89 262,64 272.69 267,11 105.75
BO2 155.79 261,59 271.66 265,93 105.80
TAl 149,77 255,78 265,92 258,56 106,01
TAl 166,77 272,81 282,94 275,81 106,04
TAl 167,44 273,23 283,27 276,19 105,79
TA2 169.31 275,65 285,74 279,72 106,34
TA2 168,03 275,77 285,84 279.81 107.74
TA2 166.6 274,11 284,16 278,02 107.51
DR1 166,26 270,18 280,28 277,31 103,92
DR1 165,61 270,1 280,28 277.34 104,49
DR1 166.,2 271,51 281,65 278,78 105,31
DR2 168.68 271,97 282,06 278.6 103,29
DR2 164,8 268,14 278,23 274,86 103,34
DR2 168.98 271,68 281,77 278,44 102,70
DR3 168,37 271,36 281,44 278,01 102,99
DR3 169,62 273,12 283.23 279,92 103,50
DR3 167,02 2707 280,83 277.43 103,68
DF1 166.37 270,83 280,89 276,32 104,46
DF1 169,85 275,72 285.84 281.36 105.87
DF1 167.73 272,85 282,95 278.38 105,12
DF2 164,26 269,5 279.5 274,16 105,24
DF2 168 272,34 282,45 277,15 104,34
DF2 169.17 273,57 283.67 278.46 104,40
DF3 169.07 273,23 283.26 278,06 104,16
DF3 168,57 273,89 28398 278.68 105.32
DF3 167,56 272,55 282.69 27732 104,99
DP1 157,42 260,36 270,34 267,76 102,94
DP1 169.2 2724 282,51 279,92 103,20
DPI1 166.83 270,79 280,86 278,32 103,96
DP2 169,55 272,34 2825 279,22 102,79
DP2 166,77 270.16 280,26 277,18 103.39
DP2 168,06 271,49 281,63 278,36 103,43
DP3 163,79 267,57 277,65 273,77 103,78
DP3 169.8 272,98 283,07 279,02 103,18
DP3 167,75 271.87 281,96 278,07 104,12
Pad 168.39 271,17 281,31 275,38 102,78
Pad 162,61 265,29 27531 269.33 102.68
Pad 170,21 273,98 283.96 277,96 103,77
Pad 169,65 2727 2828 276,74 103,05

TR : Usina Trapiche, BO : Usina Bonfim, T4 : Usina Tamoio, DR : Usina Diamante (Mel rico), DF : Usina Diamante (Mel final),
DP : Usina Diamante (Mel pobre), Pad:Padrao
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Amostra Massa inocule (g) Massa vinho (g) Massa de CO2 (g) Etanol (mL%) Glicerol (img%) Massa seca (g/L)
TR1 10,12 111,54 3,97 5,01 711,08 3,8850
TR1 10,03 110,44 4,01 524 627,98 3,9550
TR1 10,05 112,67 3,64 4,71 627,98 3,6350
TR2 10,11 111,32 1,54 2,30 395.29 1,6650
TR2 10,13 111,08 1,54 2,23 392,52 1,7450
TR2 10,16 110,07 1,53 2,51 421,61 1,7000
BO1 10,15 111,12 6,61 8,39 1295,16 7.8450
BOt 10,01 110,94 6,64 8,53 1248,88 7.8900
BO1 10,08 110,42 6,65 8,53 1254,66 7,.9150
BO2 10.02 110.69 5,48 7.26 1176.57 6,0150
BO2 10,05 110,22 5,58 7,26 1141,87 6.0500
BO2 10.07 110,14 5.73 7,63 1318,29 6,1150
TA1 10,14 108,79 7,36 8,92 904,70 8,9450
TAl 10,13 109,04 7,13 8,84 1052,21 8,4750
TAl 10,04 108,75 7.08 8,87 948,08 8,3950
TA2 10.09 110.41 6.02 7,80 1115.84 6.8850
TA2 10,07 111,78 6,03 7,71 959,65 6,8650
TA2 10.05 111,42 6,14 7,94 1130,30 6,8400
DR1 10,10 111,05 2,97 428 1150,54 3.9650
DR1 10,18 111,73 2,94 4,23 1167,90 3,9550
DR1 10,14 112,58 2,87 4,17 1208,39 4,0250
DR2 10,09 109,92 3.46 4,87 1156.33 4.5550
DR2 10,09 110,06 3,37 4,87 1098,48 4,4550
DR2 10.09 109,46 3,33 4,93 1023,28 4,4650
DR3 10,08 109,64 343 5,07 820,82 4,4500
DR3 10,11 110,3 3,31 4,90 757,19 4,4550
DR3 10,13 110,41 3.4 5,07 751,41 43100
DF1 10.06 109,95 4,57 6,59 991,47 6.4100
DF1 10,12 111,51 4,48 6,53 956.76 6.2200
DF1 10,10 110,65 4,57 6,76 1020.39 6,2400
DF2 10,00 109,9 5.34 7,24 699,35 6,9500
DF2 10,11 109,15 53 7,41 667.53 7,0900
DF2 10,10 109,29 521 7,04 598,12 6,9050
DF3 10,03 108.99 5,2 7.12 534,49 6.7050
DF3 10,09 110,11 53 6,95 522,92 6,5950
DF3 10.14 109.76 537 7.42 569,20 6,6650
DP1 9,98 110,34 2,58 4,11 791,90 3,5100
DP1 10,11 110,72 2,59 3,87 939,41 3,5400
DP1 10,07 111,49 2,54 4.02 823,72 3,5200
DP2 10,16 109,67 3,28 4,78 658,86 4,1350
DpP2 10.10 110,41 3,08 4,84 923,78 4,2650
DP2 10,14 1103 3,27 5,13 923,78 4,1950
DP3 10,08 109,98 3,88 5,84 1094,05 4,4850
DP3 10,09 109,22 4,05 6,01 1077.84 4.3400
DP3 10,09 110,32 3,89 5,92 1088,65 4,3800
Pad 10,14 106,99 5,93 7.65 510,54 6,0600
Pad 10,02 106,72 598 7.86 494,32 6.2450
Pad 9.98 107,75 6 7,97 471,35 6,0900
Pad 10,10 107,09 6,06 7,71 483,51 6,0000

TR : Usina Trapiche, BO : Usina Bonfim, T4 : Usina Tamoio, DR : Usina Diamante (Mel rico), DF : Usina Diamante (Mel final),

DP : Usina Diamante (Mel pobre), Pad:Padrao
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Fehling CLAE Fehling CLAE
Amostra  Acidez -M (g/L) Acidez -V (g/L) ART-M (g/Kg) ART-M (g/Kg) ART-V (g/Kg) ART-V (g/Kg)
TR1 0,31 2,08 150,45 122,52 65,70 49,17
TR1 031 1,84 150,45 122,52 64,48 47.43
TR1 0.31 1.84 150,45 122,52 67,18 50.26
TR2 0.43 1,10 134,33 177.29 97,55 8291
TR2 0.43 1.22 134,33 177.29 94.22 83.72
TR2 0.43 1,10 134,33 177.29 94.87 82.82
BO1 0,18 3.43 153,62 171,95 47,72 31,96
BO1 0.18 3,25 153,62 171,95 46,40 31,32
BO1 0,18 3,25 153,62 171,95 3830 28,82
BO2 043 2,69 184,24 159,07 74.36 42.57
BO2 0.43 2.82 184,24 159.07 57.24 42.37
BO2 0.43 2.82 184,24 159.07 58,82 36.83
TAl 0,55 3.67 175,25 162,09 11,81 3,76
TAl 0,55 4,35 175,25 162,09 14,44 8,07
TAl 0,55 4,29 175,25 162,09 11,83 7.58
TA2 0,43 2,82 165,88 163,49 43,05 28.24
TA2 0.43 2.63 165.88 163,49 36,38 28.66
TA2 0.43 2,63 165.88 163,49 32,49 26,43
DR1 0,18 2.33 184,24 173,33 98,28 85,49
DR1 0.18 1,78 184,24 173,33 104,31 83.84
DR1 0,18 1.84 184,24 173,33 103,26 84,27
DR2 0,55 1,90 146,88 133,10 60,48 49.07
DR2 0,55 1,78 146,88 133.10 64,56 50.41
DR2 0,55 1.84 146,88 133,10 62,39 4974
DR3 0,24 1.41 135,97 141,21 62,27 45,93
DR3 0,24 1,41 135,97 141,21 55,06 45.26
DR3 0.24 1,53 135,97 141,21 51,08 43,29
DF1 0.67 2,02 182,72 146,64 60,25 42,71
DF1 0.67 2,14 182,72 146.64 56,26 40,42
DF1 0,67 2.14 182,72 146,64 56.26 43,22
DF2 0,67 2,45 136,83 146,72 13,25 18,73
DF2 0,67 2,20 136,83 146,72 19,27 12,50
DF2 0,67 2,20 136,83 146,72 23.76 13,76
DF3 0.67 2,02 136,42 139,68 15,92 9.76
DF3 0.67 1,90 136,42 139.68 13,28 9.73
DF3 0,67 1,71 136.42 139,68 15,94 8.42
DP1 0,18 1,59 144,91 138,42 64,64 56,87
DP1 0,18 1,41 144,91 138,42 68,56 56,57
DP1 0,18 1,29 144,91 138,42 68,10 56,58
DP2 0,18 1.84 135,97 135,48 47,34 34.64
DpP2 0.18 1.84 135,97 135,48 46,07 36.85
DP2 0,18 1.84 135,97 135.48 39,49 30,18
DP3 0,55 1,71 137,66 103,56 42,12 30,13
DP3 0,55 1,59 137,66 103,56 56,71 29.10
DP3 0,55 1,59 137,66 103,56 42,04 27,86
Pad 0,92 2,82 141,21 14495 15,45 9.5%
Pad 0.92 3.00 141,21 144,95 12,07 7.58
Pad 0,92 325 14491 158,12 6,71 7.94
Pad 0.92 3,00 144,91 158,12 6,71 5.94

TR : Usina Trapiche, BO : Usina Bonfim, T4 : Usina Tamoio, DR : Usina Diamante (Mel rico), DF : Usina Diamante (Mel final),

DP : Usina Diamante (Mel pobre), Pad:Padrio, M: Mosto, V: Vinho
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Amostra Frasco vazio (g)  Frasco esterilizado (g) Frasco inoculado (g) Frasco fermentado (g) Massa mosto (g)
TR1 165,69 272,02 282.06 277,41 106,33
TR1 161,07 267,67 2717 273,39 106,60
TR1 164,21 270,54 280,65 276,04 106,33
TR2 157.34 261,12 271,09 269,19 103.78
TR2 158,26 261,02 271,02 268,99 102.76
TR2 166,99 269,84 279,9 277,85 102,85
BO1 156,03 264,58 274,61 266,67 108.55
BO1 154,42 261,38 271,46 263,77 106,96
BO1 1573 264,09 274,07 266,43 106,79
BO2 160.08 265.83 275,89 269,25 105,75
BO2 153.37 259.8 269,88 2633 106,43
BO2 155,64 261,32 271,25 264,51 105,68
TAl 155,59 264,15 274,06 265,97 108,56
TAl 167,17 276,16 286,09 278,04 108,99
TAl 166,37 274,53 284,47 276,61 108,16
TA2 171,32 278,46 288,44 281.25 107.14
TA2 162,57 268,89 278,95 271,62 106.32
TA2 168.45 275,51 285,62 278,56 107,06
DRI 168,83 273,75 283,77 279,82 104,92
DR1 167.06 270,92 280,88 276,98 103,86
DR1 167,32 272,77 282,78 279,02 105,45
DR2 168,71 272,01 282,17 277,69 103,30
DR2 167,37 270,64 280,71 276,22 103.27
DR2 165.79 269,27 279,37 274,8 103,48
DR3 170,33 274,33 284,35 2798 104,00
DR3 168.52 272,18 282,25 277,77 103,66
DR3 166,31 269,56 279,64 275,25 103,25
DF1 163.99 268,71 278,72 272,77 104,72
DF1 170,07 275,12 285,16 279.33 105,05
DF1 162,79 266,83 276,93 271,12 104,04
DF2 166,18 270,58 280.7 273,88 104,40
DF2 169,84 274,04 284,12 277,46 104,20
DF2 171,96 277,37 2873 280,54 105,41
DF3 170,01 273,81 283,89 277.23 103.80
DF3 162,78 266,54 276,46 269,76 103.76
DF3 168.57 272,11 282,19 275.6 103,54
DP1 158,89 261,82 271,88 268.42 102,93
DP1 169,92 272,56 282,66 279,05 102,64
DPI 165,98 269,27 279,25 275,66 103,29
Dp2 163.95 267,19 277,13 273,24 103.24
DP2 169,09 271,83 281,79 27785 102,74
DP2 168,97 271,44 281,52 2776 102,47
DP3 167,71 272,53 282,69 277,66 104,82
DP3 166,27 271,1 281,25 276,33 104,83
DP3 169,91 274,63 284,55 279,63 104,72
Pad 168.8 272,18 282,12 275,32 103,38
Pad 169.69 273,05 283 276,07 103.36
Pad 164,76 266,69 276,77 270,07 101,93
Pad 169,62 272,56 282,67 275,99 102,94

TR : Usina Trapiche, BO : Usina Bonfim, TA : Usina Tamoio, DR : Usina Diamante (Mel rico), DF : Usina Diamante (Mel final),
DP : Usina Diamante (Mel pobre). Pad:Padrio
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Amostra Massa inéculo (g) Massa vinho (g) Massa de CO2 (g) Etanol (mL%) Glicerol (mg%) Massa seca (g/L)
TR1 10,04 111,72 4,65 5,85 907,57 4,4150
TR1 10,03 112,32 431 5,46 888,65 4,1450
TR1 10,11 111,83 4,61 593 888,65 4,5250
TR2 9,97 111.85 1.9 3,01 599.46 2,0100
TR2 10,00 110,73 2,03 2,81 588,65 1,9700
TR2 10,06 110,86 2,05 2,81 607,57 1,9450
BO1 10,03 110,64 7,94 9,89 1710,27 8,4750
BO1 10.08 109,35 769 9,86 1896,76 8.6750
BO1 9,98 109,13 7,64 9,80 1818.38 8,8800
BO2 10.06 109.17 6,64 9.15 1521,08 6,9800
BO2 10,08 109.93 6,58 8,85 1521,08 7.0050
BO2 9.93 108.87 6,74 9,00 1577.84 7,0300
TA1l 9.91 110,38 8.09 10,06 1429,19 8,9100
TAl 9.93 110,87 8.05 10,03 1453,51 8,8100
TAl 9,94 110,24 7,86 10,09 152108 8,7500
TA2 9.98 109.93 7,19 9,50 1569,73 7.9550
TA2 10.06 109,05 733 9,50 1610,27 8.0050
TA2 10.11 110,11 7,06 9,12 1621,08 8,1050
DRI 10,02 110,99 3,95 5,64 1256,22 4,9700
DR1 9,96 109,92 39 5,52 1350,81 4,9650
DR1 10,01 1117 3,76 5,40 1342,70 49100
DR2 10,16 108,98 4,48 6.23 114811 5,4400
DR2 10.07 108,85 4,49 6,32 1156,22 5.3100
DR2 10,10 109,01 4,57 6.41 1091.35 5.3750
DR3 10,02 109,47 4,55 6,64 1034,59 5.5750
DR3 10,07 109,25 4,48 6,55 102727 53,6300
DR3 10,08 108,94 4,39 6,49 1123,98 5,5100
DF1 10,01 108,78 5,95 8,71 1379.18 7.8900
DF1 10,04 109,26 5,83 8,80 1373.81 8.2000
DF1 10.10 108.33 5.81 897 1414.10 7,9900
DF2 10,12 1077 6,82 9,27 1145,47 8.7250
DF2 10,08 107,62 6,66 8,97 116427 8,6000
DF2 9,93 108,58 6,76 9,03 1035,33 8,0200
DF3 10,08 107,22 6,66 9.00 884,89 7.6300
DF3 9,92 106,98 6.7 9,31 866,08 7.8750
DF3 10,08 107.03 6,59 9.19 935,93 8.1700
DP1 10,06 109,53 3,46 5,51 1040,70 4,5900
DP1 10,10 109,13 3,61 5,83 952,05 4,6450
DP1 9.98 109,68 3,59 5,72 1016,52 4,7050
bpP2 9.94 109,29 3.89 6,22 860,71 4.9700
DP2 9.96 108,76 3,94 6,25 866,08 4,9550
DP2 10.08 108,63 3.92 6,25 876,83 $,0550
DP3 10,16 109,95 5,03 7,37 1191,13 5,1400
DP3 10,135 110,06 4,92 7.45 122068 5,2700
DP3 992 109,72 4,92 7.42 1260,98 $,2700
Pad 994 106,52 6,8 8,96 465,82 6,2550
Pad 995 106,38 6,93 9.43 506,11 6.3800
Pad 10,08 105,31 6,7 9.07 420,15 6,4200
Pad 10,11 106,37 6,68 8,90 430,89 6.3550

TR : Usina Trapiche, BO : Usina Bonfim, TA : Usina Tamoio, DR : Usina Diamante (Mel rico), DF : Usina Diamante (Mel final),

DP: Usina Diamante (Mel pobre), Pad:Padrio
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Fehling CLAE Fehling CLAE
Amostra  Acidez -M (g/L)) Acidez -V (g/L.) ART-M (g/Kg) ART-M (g/Kg) ART-V (g/Kg) ART-V (g/Kg)
TR1 0,80 325 178,19 130,84 77,22 50,07
TR1 0.80 3.37 178.19 130,84 85,17 6195
TR1 0,80 3,25 178,19 130,84 73,44 59.18
TR2 0.43 1,10 155,22 130,49 111,65 92.63
TR2 043 0,80 155,22 130,49 111.22 88,51
TR2 043 0.67 155,22 130,49 110,04 91.81
BO1 0,92 3,00 214,81 187,09 61,26 49,39
BO1 0,92 3,06 214,81 187,09 65,17 49,53
BO1 092 3,00 214,81 187,09 58,42 50,76
BO2 0,73 2,45 192,54 183.09 70,18 55.32
BO2 0.73 220 192,54 183,09 74.07 57.37
BO2 0.73 2.63 192,54 183,09 68,88 55.53
TAl L.71 3,00 193,39 154,75 33,11 18,53
TAl 1.71 3,06 193,39 154,75 34,47 18,63
TAl 1,71 3,06 193,39 154,75 38,19 22,68
TA2 0.98 2,51 199,67 165,76 57.18 3724
TA2 0.98 2,51 199,67 165.76 52,08 31.83
TA2 0,98 2,69 199,67 165,76 55,88 38.46
DR1 0,49 2,02 182,72 191,76 116,05 99,98
DRI1 0,49 1,96 182,72 191,76 109,18 93,12
DR1 0,49 1.78 182.72 191,76 120,40 101,51
DR2 0.73 2.27 165,88 146,74 75.45 56.09
DR2 0.73 220 165.88 146,74 70.87 52.85
DR2 0,73 2,20 165,88 146,74 67,00 50.48
DR3 0.92 1,84 151,98 158,42 65,49 41,82
DR3 092 1,84 151,98 158,42 66,40 50,16
DR3 0,92 1,90 151,98 158.42 68,83 46,30
DF1 0,49 2,63 183,54 182,90 62,75 39.85
DF1 0.49 2.63 183,54 182.90 44,53 41,95
DF1 0,49 2,33 183,54 182,90 56,21 47.00
DF2 0,98 2,45 159,79 157,98 26,67 11,51
DF2 0,98 2,51 159,79 157,98 19,22 12,34
DF2 0,98 2,51 159,79 157.98 26,59 12,17
DF3 0.86 2,45 150,45 149,91 30,54 6.13
DF3 0.86 2.57 150,45 149,91 17,30 6.45
DF3 0.86 2.39 150,45 149.91 21,29 6.43
DP1 0,24 1,52 151,46 160,54 69,49 53,30
DP1 024 1,59 151,46 160,54 76.04 55,53
DP1 0,24 1,59 151,46 160,54 76,27 62,05
DP2 0.24 1,71 140,29 142,75 57.91 4425
DP2 0.24 1,59 140,29 142,75 51,28 53.11
DP2 0,24 1,71 140,29 142,75 64.49 4571
DP3 0.73 1,90 160,94 109,34 48,89 29,66
DP3 0,73 1,90 160,94 109,34 46,07 3421
DP3 0.73 178 160,94 109,34 42,95 28,09
Pad 0.49 2,94 166,55 168,34 30,98 15.34
Pad 0.49 2.63 166,55 168,34 2231 1498
Pad 0,24 3.67 154,11 179,88 29,60 15.66
Pad 0,24 3.31 154,11 179,88 27,50 17.34

TR : Usina Trapiche, BO : Usina Bonfim, TA : Usina Tamoio, DR : Usina Diamante (Mel rico), DF : Usina Diamante (Mel final).

DP : Usina Diamante (Mel pobre), Pad:Padrio, M: Mosto, V: Vinho
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Anexo IIa. Determinac¢io de etanol pelas técnicas colorimétrica e de cromatografia

gasosa, em amostras fermentadas durante 24 h

Amostra  Etanol Colorimétrico (g)  Etanol Cromatografico (g)

24 h TR1 3,8313 3,4884

24 h TRI 3,3439 3,48
24 h TRI 3,4633 3,6614
24 h TR2 1,7154 1,8946
24 h 1R2 1,703 1,2201
24 h 1R2 1,6979 1,284
24 h BO2 6,0893 5,2002
24 h BO2 6,586 5,115
24 h BO2 6,4776 5,6208
24 h 142 6,7931 6,1027
24 h TA2 6,1945 5,0853
24 h 142 5,9982 5,4257
24 h DF2 5,8839 5,0858
24 h DF2 6,1416 4,4918
24 h DF2 5,9718 4,5233
24 h Pad 5,4983 4,5361
24 h Pad 6,4259 5,8139
24 h Pad 5,8805 6,286

Meédia 4,98 4,24

DP 1,83 1,53

CV(%) 8,63 8,76

Minimo 1,70 1,22

Maximo 6,79 6,10

O teste T indicou haver diferenga marginalmente significativa entre as técnicas, ao nivel de 94% dc
confianga. (*) p= 0,051
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Anexo IIb. Determinaciio de etanol pelas técnicas colorimétrica e de cromatografia

gasosa, em amostras fermentadas durante 48 h

Amostra  Etanol Colorimétrico (g)  Etanol Cromatogrifico (g)

48 h TRI 5,4757 4,1217
48 h TRI 5,9117 5,0022
48 h TRI 5,7949 5,188
48 h TR2 2,5688 2,4408
48 h TR2 2,7203 23195
48 h TR2 2,8594 2,4013
48 h BO2 7,842 6,9124
48 h BO2 8,7032 7,1969
48 h BO2 84114 6,9711
48 h TA2 7,5678 6,2656
48 h TA2 8,0802 6,1152
48 h TA2 8,0137 5,8995
48 h DF2 6,9704 4,9443
48 h DF2 7,1173 6,2404
48 h DF2 7,1417 6,299
48 h Pad 6,0902 5,4135
48 h Pad 6,9795 6,3544
48 h Pad 6,5913 5,7875

Meédia 6,38 5,33

DpP 1,91 1,56

CV(%) 7,07 6,89

Minimo 2,57 2,32

Maximo 8,70 7,20

O teste T indicou haver diferenga marginalmente significativa entre as técnicas, ao nivel de 94% de

confianga. (*) p= 0,051
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Comparacio entre o rendimento obtido através do acticar alimentado (Ypsa),
utilizando-se as técnicas de Fehling e CLAE e valores de concentracio de N e SOz~
Correlacdo dos valores de rendimento entre as técnicas Fehling e CLAE (R=0,932)
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Comparac¢io entre o rendimento obtido através do acucar consumido (Ypse),
utilizando-se as técnicas de Fehling e CLAE e valores de concentraciio de N e SOz

Correla¢do dos valores de rendimento entre as técnicas Fehling e CLAE (R=0,205)
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Anexo IIIb. Experimento 150 g/L

Comparacio entre o rendimento obtido através do acicar alimentado (Ypsa),
utilizando-se as técnicas de Fehling e CLAE e valores de concentracio de N e SO; -
Correlacio dos valores de rendimento entre as técnicas Fehling e CLAE (R=0,896)
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Correlaciio dos valores de rendimento entre as técnicas Fehling e CLAE (R=0,173)
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Anexo Illc. Experimento 180 g/L

Compara¢iio entre o rendimento obtido através do acuicar alimentado (Ypssa),
utilizando-se as técnicas de Fehling e CLAE e valores de concentracio de N e SO;
Correlacio dos valores de rendimento entre as técnicas Fehling e CLAE (R=0,823)
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utilizando-se as técnicas de Fehling e CLAE e valores de concentracio de N e SO; -
Correlaciio dos valores de rendimento entre as técnicas Fehling e CLAE (R=0,096)
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