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RESUMO 

 

 

A fabricação de preparados de soja ricos em proteínas isentos de oligossacarídeos flatulentos 
como rafinose e estaquiose gera um efluente que apresenta quantidades consideráveis de 
carboidratos. Nos últimos anos vem se observando no mundo um grande interesse pela 
utilização de resíduos agrícolas na obtenção de combustíveis renováveis, tais como o 
bioetanol. Dessa forma, no presente trabalho estudou-se o aproveitamento deste resíduo 
denominado de melaço de soja em processos de hidrólise ácida seguida de fermentação 
submersa por Saccharomyces cerevisiae. Avaliou-se a influência do tipo de ácido, do pH e da 
pressão absoluta de hidrólise na resposta rendimento de etanol e concentração de açúcar total 
residual por meio de um planejamento fatorial, no qual o pH variou de 3 a 5, a pressão 
absoluta variou de 1 a 2 atm e os ácidos estudados foram sulfúrico, clorídrico e nítrico. Fixou-
se o tempo de hidrólise em 20 min, a diluição do melaço em 1:4 (250 gmelaço/1000 gmeio) e o 
tempo de fermentação em 12 horas para o ácido nítrico e 14 para os ácidos clorídrico e 
sulfúrico com base nos testes preliminares realizados. Os experimentos ocorreram em um 
reator batelada Appplikon com volume útil de 1,5 L, velocidade de agitação de 230 rpm e 
concentração de inóculo de 30 g/L sendo o volume de inóculo 30% do volume total. Os 
resultados do planejamento fatorial mostraram que para todos os ácidos estudados os pontos 
centrais de pH (4) e pressão (1,5 atm) foram os que apresentaram maior rendimento de etanol 
sendo 46% para o ácido sulfúrico, 48% para o ácido clorídrico e 54% para o ácido nítrico. 
Analisando a curva de contorno definiu-se a condição ótima de trabalho para pH (4,5) e 
pressão (1,5 atm) por satisfazer a hidrólise e a fermentação . Como o ácido nítrico foi o que 
apresentou melhor rendimento de etanol realizou-se um teste para avaliar a concentração de 
inóculo na fermentação e as concentrações testadas foram 25, 30, 35, 40 e 45 g/L. A 
concentração escolhida foi de 35 g/L com um rendimento de 57 %. Definidas todas as 
condições, fez-se uma cinética para avaliar o tempo de fermentação e as condições foram pH 
de hidrólise e fermentação 4,5, pressão absoluta de hidrólise 1,5 atm, temperatura da 
fermentação 35 ± 0,5 ºC, agitação 230 rpm e concentração de inóculo de 35 ± 0,2 g/L. A 
estabilização da produção de etanol ocorreu com 14 horas de fermentação apresentando um 
rendimento em relação ao açúcar inicial de 62 % . Avaliou-se a fermentação do melaço de 
soja mais concentrado retirando o etanol através de um evaporador rotativo e fermentando 
novamente o caldo resultante. Após três fermentações o rendimento obtido em relação ao 
açúcar total consumido foi de 73%  
 

Palavras-chave: Hidrólise ácida, melaço de soja, etanol. 
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ABSTRACT 

 

 

The manufacture of soybean preparations rich in protein free of flatulent oligosaccharides as 
raffinose and stachyose generates an effluent that has considerable amounts of carbohydrates. 
In recent years the world has been watching a great interest in the use of agricultural residues 
in obtaining renewable fuels such as bioethanol. In the present work the use of this residue 
called molasses soybean was studied in processes of acidic hydrolysis followed by submerged 
fermentation by Saccharomyces cerevisiae. It was  evaluated the influence of acid type, pH, 
and the absolute pressure of hydrolysis in ethanol yield and concentration of residual total 
sugar using a factorial design in which the pH ranged from 3 to 5, the absolute pressure 
ranged from 1 to 2 atm and acids studied were sulfuric, hydrochloric and nitric.  Settled the 
hydrolysis time of 20 min, in 1:4 dilution of molasses (250 gmelaço/1000 gmeio) and 
fermentation time of 12 hours for the nitric acid and for 14 hours foil the sulfuric and 
hydrochloric acids on the basis of preliminary tests performed. The experiments occurred in a 
batch reactor Appplikon useful volume of 1.5 L, agitation speed 230 rpm and inoculum 
concentration 30 g/L with the volume of inoculum 30% of the total volume. The results of the 
factorial design showed that for all acids studied the central points of pH (4) and pressure (1.5 
atm) were those with the highest ethanol yield being 46% for sulfuric acid, 48% for 
hydrochloric acid and 54% for nitric acid. Analyzing the contour curve defined the optimal 
working conditions for pH (4.5) and pressure (1.5 atm) to satisfy the hydrolysis and 
fermentation. As nitric acid showed the best ethanol yield was carried out a test to measure 
the concentration of inoculum in the fermentation and the concentrations tested were 25, 30, 
35, 40 and 45 g/L. The chosen concentration was 35 g/L with a yield of 57%. Set all the 
conditions, it was carried out a kinetic study to assess for fermentation time and conditions 
were pH 4.5 hydrolysis and fermentation, absolute pressure of 1.5 atm hydrolysis, 
fermentation temperature 35 ± 0.5 °C shaker 230 rpm, inoculum concentration of 35 ± 0.2 g / 
L. The stabilization of ethanol production ocurred around ran 14 hours of fermentation with 
ethanol yield in relation to the initial sugar 62%. The soybean molasses fermentation was 
evaluated by removing the more concentrated ethanol in a rotary evaporator and fermenting 
the juice again. After three fermentations, ethanol yield in relation to the total sugar consumed 
was 73%. 
 

 
Keywords: Acidic hydrolysis, soybean molasses, ethanol. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 

 

 

 Uma das preocupações do mundo atual é com o suprimento de energia nas próximas 

décadas, uma vez que a principal fonte de energia utilizada hoje é o petróleo, e por se tratar de 

combustível fóssil não é renovável. O petróleo ainda representa 40% da energia utilizada no 

mundo, e até 2020 o consumo saltará dos atuais 85 milhões de barris/dia para 110 milhões de 

barris/dia, ou seja, 31 bilhões de barris/ano para 40 bilhões de barris/ano. E ainda, o recente 

retorno aos aumentos no preço do petróleo, as perspectivas de esgotamento das reservas, os 

riscos geopolíticos decorrentes da dependência do petróleo de países politicamente instáveis e 

os compromissos mais sólidos com a questão ambiental (BASTOS, 2007). 

 O etanol tem sido considerado uma alternativa para diminuir problemas ambientais e 

energéticos no mundo, em razão da escassez e alta dos preços dos combustíveis fósseis e da 

poluição causada por estes. Como combustível, as características do etanol quanto a emissões 

derivam de: possuir baixa toxicidade, comparado com o diesel e gasolina; ter 34,7% de 

oxigênio, exigindo menor relação ar/combustível, gerando emissões menores; não ter enxofre; 

ter menor reatividade fotoquímica que os HC no diesel e gasolina, reduzindo as emissões de 

precursores de smog fotoquímico; como molécula única, com baixo teor de carbono, quase 

não forma particulados; ser biodegradável. Finalmente, como elevador de octanagem, 

substitui aditivos como o metil terc-butil éter (MTBE), etil terc-butil éter (ETBE), chumbo, e 

outros com emissões indesejáveis (MACEDO et al., 2005). 

Devido à crise do petróleo no início da década de 70, o governo brasileiro investiu na 

produção de álcool, implantando o Proálcool (Programa Nacional de Álcool), em 1975. Com 

isso, o Brasil tornou-se o primeiro país do mundo a desenvolver um programa alternativo de 

combustíveis para substituição à gasolina. Optou-se, então, pela produção de etanol a partir da 

cana-de-açúcar por via fermentativa, em razão da baixa nos preços do açúcar na época. No 

início do século XXI, na certeza de escassez e de crescente elevação no preço dos 

combustíveis fósseis, priorizam-se novamente os investimentos na pesquisa e produção de 

etanol (ALTINTAS et al., 2002). 

 A produção brasileira de etanol vem crescendo desde a safra 2000/2001, saltando de 

aproximadamente dez milhões e quinhentos mil metros cúbicos para algo em torno de vinte e 

sete milhões e quinhentos mil metros cúbicos de etanol, contabilizando etanol hidratado e 
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anidro. Essa produção corresponde a um salto de moagem que partiu de aproximadamente 

duzentos e cinqüenta e sete milhões de toneladas, na safra 2000/2001, para quinhentas e 

sessenta e nove milhões de toneladas de cana moída na safra 2008/2009 (UNICA, 2011). 

 Embora no Brasil o uso da cana de açúcar para produção de álcool seja muito bem 

sucedido, outras matérias primas podem ser consideradas futuramente. Estas matérias primas 

podem possibilitar a produção em regiões sem vocação agrícola para aquela cultura, ou visar 

o aproveitamento de resíduos agrícolas, com a inclusão de pequenos produtores usando 

materiais amiláceos como batata, mandioca e batata-doce, principalmente pelo 

aproveitamento das perdas resultantes da produção agrícola. 

 Nos últimos anos a utilização de resíduos agrícolas na obtenção de combustíveis 

renováveis, tais como o bioetanol tem ganhado grande interesse e apesar da grande produção 

deste combustível a partir da sacarose de cana de açúcar, a produção de álcool de fontes 

alternativas de substrato pode ser interessante, principalmente se associada à indústria já 

existente (NEUREITER et al., 2002; BANERJEE & PANDEY, 2002; KARR et al., 1998). 

 A soja é uma das mais importantes fontes para a alimentação de homens e animais 

domésticos, principalmente devido ao elevado valor nutricional de suas frações lipídicas e 

protéicas (SEDIYMA, 1989; MORAIS & SILVA, 1996). Ela apresenta em sua constituição 

proteínas de alta qualidade e elevada quantidade de energia. O grão de soja possui alto teor de 

lipídeos (15-25%) e um elevado teor de proteínas (30-45%), com uma composição de 

aminoácidos adequada à alimentação. O grão de soja possui também um considerável teor de 

carboidratos (20-35%), o que atribui a este alimento um alto valor energético (MOREIRA, 

1999). 

O melaço de soja é um co-produto, obtido na extração protéica da soja, com alta 

concentração de açúcares (57% peso seco), nitrogênio e outros macro e micronutrientes. Os 

principais açúcares presentes neste melaço e que podem ser convertidos em etanol são 

sacarose, glicose e frutose. Considerando que 47% dos açúcares totais no melaço de soja não 

são fermentados por Saccharomyces cerevisae existe neste substrato um potencial produtor de 

etanol. Da estaquiose e rafinose, somente a unidade terminal frutose é consumida. Os 

açúcares residuais são oligômeros ligados por uma ligação alfa-1,6 (SIQUEIRA, 2007). 

Uma vez que as Saccharomyces cerevisae não produzem a enzima alfa-1,6-

galactosidase, assim, faz-se necessária a hidrólise desses açúcares antes de começar a 

fermentação. Diante desse contexto o presente trabalho tem como objetivo estudar a 

viabilidade da produção de etanol no hidrolisado ácido do melaço de soja por fermentação 

submersa utilizando a Saccharomyces cerevisae. 



 
 

CAPÍTULO 2 

OBJETIVOS 

 

 

2.1 - Geral 

 

 Este trabalho possui como objetivo geral estudar o aproveitamento do resíduo 

industrial (melaço de soja) proveniente de plantas de processamento de proteína isolada de 

soja como substrato para a produção de etanol, utilizando a levedura Saccharomyces 

cerevisiae. 

 

2.2 - Específicos 

 

• Selecionar entre os ácidos o que promove melhor condição de hidrólise e 

consequentemente maior produção de etanol; 

 

• Otimizar as condições de hidrólise ácida do melaço de soja para o ácido selecionado; 

 

• Avaliar a cinética da fermentação na condição selecionada; 

 

• Avaliar a fermentação em uma menor diluição do substrato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

CAPÍTULO 3 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 - A soja 

 

 Assim como o feijão, a lentilha e a ervilha, a soja é uma leguminosa pertencente à 

Família Fabaceae denominada cientificamente de Glycine Max (L) e compreende mais de 

7000 espécies. A palavra soja vem do japonês shoyu e é originária do continente asiático, 

sobretudo da região do rio Yang-Tsé, na China. Ela é considerada um grão rico em proteínas, 

cultivado como alimento tanto para humanos quanto para animais (STRÖHER, 2010).  

 A soja é considerada um dos principais produtos agrícolas do mundo devido a sua alta 

produtividade, capacidade adaptativa e qualidade nutricional. É amplamente consumida pela 

população, na forma de óleo e seus derivados, como margarina e gordura hidrogenada 

(KHARE & KRISHNA, 1994). 

  O Brasil é responsável por cerca de 22% do volume total de soja exportado, sendo o 

segundo maior exportador de soja do mundo. Em média, 68% do total produzido no país é 

exportado, principalmente para a União Européia, EUA e Japão. Segundo dados da 

Associação Brasileira das Indústrias de Óleos Vegetais (ABIOVE, 2011), a estimativa para a 

próxima safra é de que a produção de soja ultrapasse 71 milhões de toneladas e que o volume 

total de soja e derivados que será exportado ultrapasse 45 milhões de toneladas, conforme 

demonstrado na Tabela 3.1 e nas receitas ilustradas na Figura 3.1. 

 

Tabela 3.1 – Exportações do complexo soja, previsão para a safra de 2011/2012. 

Safra 2011 

(Previsão) 

Volume 

(1000 toneladas) 

Valor 

(US$/toneladas) 

Valor 

(US$ milhões) 

Soja em Grão 31500 480 15120 

Farelo de Soja 13900 385 5325 

Óleo de soja 1450 1100 1595 

Total 46850 1965 22067 

Fonte: ABIOVE, 2011. 
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Figura 3.1 – Receitas e participação do complexo soja nas receitas cambiais. 
 Fonte: ABIOVE, (2011). 

 
 Nos últimos anos, uma grande atenção vem sendo dada à soja e um dos fatores é o fato 

desta leguminosa ser rica em substâncias que podem prevenir a ocorrência de uma série de 

doenças, o que a caracteriza como um alimento funcional. Segundo a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), alimentos funcionais são aqueles que produzem efeitos 

metabólicos ou fisiológicos por meio da atuação de um nutriente ou não nutriente no 

crescimento, desenvolvimento, manutenção e em outras funções normais do organismo 

humano. 

 Sirtori et al. (2001) destacam que os altos teores de isoflavonas presente em derivados 

de soja podem ser diretamente relacionados com atividade anti-carcinogênicas e com a 

prevenção de doenças coronárias. Também, Anderson et al. (1999) destacam que a ingestão 

desta leguminosa, pela ação de suas fibras, pode contribuir para a redução dos níveis de 

colesterol e para o aumento da tolerância a glicose em diabéticos. Segundo Scheppach et al. 

(2004), a ingestão de derivados de soja reduz a ocorrência de processos inflamatórios e 

carcinogênicos do trato digestivo. 

 

3.2 - A composição da soja 

 

 O valor nutricional da soja prende-se ao seu alto teor de proteínas de fácil digestão, 

rica em aminoácidos essenciais e fonte de óleo de boa qualidade (ARAUJO et al., 1986). 

 A soja apresenta em sua constituição proteínas de alta qualidade e elevada quantidade 

de energia e a sua composição pode ser afetada pelas condições climáticas e pela variedade 

genética. O grão de soja possui alto teor de lipídios (15-25 %) e um elevado teor de proteínas 

Receitas do Complexo Soja 
(em milhões de US$) 

Participação do Complexo 
Soja no total das Receitas 
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(30-45 %), com uma composição de aminoácidos adequada à alimentação. O grão de soja 

possui também um considerável teor de carboidratos (20-35 %), o que atribui a este alimento 

um alto valor energético (MOREIRA, 1999). 

 A soja é um alimento rico em minerais como magnésio, fósforo, ferro, cobre, zinco e 

potássio, porém, o aproveitamento desses minerais pode ser prejudicados devido a fatores 

antinutricionais como os taninos e fitatos (MONTEIRO, 2000). A Tabela 2 apresenta os 

valores nutricionais da soja cozida. 

 

Tabela 3.2 – Valor nutricional em 100g da soja cozida sem sal. 

Componentes Valor 

Energia (Kcal) 141 

Água (g) 67 

Proteína (g) 12,5 

Lipídios (g) 7,5 

        Saturada (g) 1 

        Monosaturada (g) 1,7 

        Polinsaturada (g) 4,5 

Carboidratos (g) 5,6 

Vitamina E (g) 1 

Cálcio (mg) 82 

Ferro (mg) 2,6 

Magnésio (mg) 84 

Potássio (mg) 513 

Fonte: PORTO e OLIVEIRA, (2006). 

 

 Os grãos de soja, como a maioria das espécies de leguminosas, contêm proteínas 

tóxicas e de ação antinutricional, tendo que, por esse motivo, receber tratamento térmico 

adequado antes de ser usada na alimentação (SGARBIERI, 1996). 

  A soja possui quantidade considerável de carboidratos, porém apenas 2% deste valor 

se encontram sob a forma de amido absorvível pelo organismo humano, razão pela qual o 

grão é indicado na dieta de pessoas diabéticas e obesas para a manutenção e perda de peso. Os 

carboidratos da soja são usados principalmente em rações animais (predominantemente em 

rações para ruminantes) com a finalidade de somar calorias às dietas animais. Apesar da 
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complexidade dos carboidratos da soja, estes não passam por nenhum processamento pois não 

há ganho de valor nutricional pela quebra de açúcares nestas rações animais (IRISH,1998). 

 Os carboidratos insolúveis são celulose e hemicelulose encontrados na casca do grão, 

os quais constituem as fibras que auxiliam na digestão dos alimentos. Outros polímeros 

semelhantes a celulose como as pentosanas, galactanas, hemicelulose e dextrinas também 

podem ser encontradas na soja. O amido está presente na soja, porém em quantidades muito 

pequenas (STRÖHER, 2010). 

 É certo afirmar que a soja é composta de sacarose, estaquiose, rafinose, glicose, 

frutose, melibiose, galactose, ramnose e maltopentose. Os principais açúcares são a sacarose, 

que compõe cerca de 50% do açúcar da soja, a rafinose e a estaquiose, que juntas perfazem 

quase os 50% restantes. Os demais açúcares representam de 0,5 a 1% do total. A glicose, por 

exemplo, nem era detectada na soja antes do aparecimento de técnicas instrumentais precisas 

para sua análise, e ainda hoje é discutida a sua presença na soja madura (SILVA et al., 1990). 

Entretanto, a soja verde apresenta grandes quantidades de pentoses e hexoses que vão se 

combinando durante o amadurecimento, restando por fim apenas traços destes açúcares 

provenientes de sínteses incompletas e possíveis degradações de açúcares mais complexos. 

 A sacarose, representada na Figura 3.2, é um dissacarídio não redutor, facilmente 

hidrolisado por soluções diluídas de ácidos minerais ou por enzimas (invertases) com a 

formação de glicose e frutose. Depois da sacarose, a rafinose, mostrada na Figura 3.2, é o 

oligossacarídio mais frequente em vegetais. É também conhecida como galactosilsacarose; é 

um trissacarídeo não redutor, sendo encontrado em grande quantidade no melaço e no açúcar-

de-cana não refinado. Por hidrólise total da rafinose, são obtidos galactose, frutose e glicose. 

Por invertases, este açúcar pode ser hidrolisado à frutose e melibiose. Este açúcar não é 

absorvido pelo corpo humano e, por esse motivo, pode causar desconforto intestinal com 

produção de gases. A rafinose é hidrolisada por algumas cepas de fungos como o Aspergillus 

fumigatus (REZENDE & FELIX, 1997) e a Mortierella vinacea dixo (THANANUNKUL et 

al., 1976). A estaquiose, Figura 3.2, é um tetrassacarídeo não redutor pertencente à família da 

rafinose encontrado principalmente em leguminosas como a soja. Devido à complexidade das 

moléculas esses oligossacarídeos são de difícil digestão e causam sintomas de flatulência. A 

germinação, no caso da produção de brotos de soja, e a fermentação são processos que 

mobilizam esses açúcares, reduzindo os problemas de flatulência (STRÖHER, 2010). Por 

causa das suas propriedades, este açúcar vem sendo explorado para a formação de ácidos 

graxos esterificados, a fim de produzir óleos vegetais com menos calorias. A forma conjugada 
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de ácidos graxos com rafinose tem uma menor absorção no trato intestinal humano (AKOH & 

SWANSON, 1987). 

 

 

Figura 3.2 – Estrutura molecular dos principais açúcares da soja (1) estaquiose, (2) rafinose e 

(3) sacarose. 

 

3.3 – Produtos da soja 

 

 A soja está presente diariamente em nossas vidas sob a forma dos mais diversos 

alimentos tais como: margarinas, óleos vegetais, proteínas (texturizada, concentrada, isolada, 

leite), lectinas, farinhas, farelos, entre outros. 

 A lectina é largamente utilizada em produtos alimentícios, principalmente em 

instantâneos como emulsificante. Também é usada em pães, massas, biscoitos e tintas. Suas 

principais funções são: emulsificantes, aglomerante, desmoldante, estabilizante, anti-

espumante, antioxidante e dispersante (MACHADO, 1999). 

 A fração protéica da soja é utilizada principalmente na fabricação de ração para 

alimentação animal. A forma mais utilizada na produção animal é como farelo, resultante da 

extração do óleo, sendo também largamente empregado pelas indústrias de ração (LIMA & 

ANGNES, 1999). No Brasil, o óleo de soja representa acima de 50% de todos os óleos e 

gorduras dos produtos alimentícios (MOREIRA, 1999). A fração de óleos é utilizada também 

na indústria de alimentos para produção de margarina, óleo de cozinha, agentes emulsificantes 

e vários outros produtos. Aproximadamente 83% da soja produzida no mundo é utilizada para 

extração de óleo, que é destinado, principalmente, ao consumo humano, sendo o farelo 

resultante utilizado na fabricação de ração animal (LIMA & ANGNES, 1999). 

 Os produtos protéicos de soja se enquadram em três categorias básicas: farinha com 

cerca de 50 % de proteínas, concentrados protéicos (70 %) e isolados protéicos de soja (90-

97%). Eles podem ser processados em produtos texturizados de soja, sendo utilizados em 

panificadoras como clarificadores de farinhas e agentes de melhoria das características de 

(1) (2) (3) 
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panificação e conservação (MOREIRA, 1999). A farinha integral apresenta composição muito 

semelhante à soja integral. O valor nutritivo da proteína das farinhas integrais é de 80-90 % 

do valor da caseína. A farinha de soja desengordurada e “grits” de soja têm sido as principais 

formas de utilização das proteínas de soja na indústria de alimentos. Já o concentrado protéico 

de soja é obtido submetendo-se a farinha desengordurada de soja a vários processos de 

extração, os quais removem componentes solúveis como a sacarose, rafinose, estaquiose, 

minerais e outros, elevando o conteúdo de proteína até 70 % ou mais. A eficiência nutritiva da 

proteína é a mesma que a da farinha, enquanto a solubilidade da proteína reduz devido à 

desnaturação pela ação do álcool ou calor. O isolado protéico de soja deve conter acima de 95 

% de proteínas e apresentar um valor protéico superior ao da farinha ou do concentrado 

protéico de soja (SGAEBIERI, 1996). 

 O leite de soja ou extrato hidrossolúvel é um produto protéico de soja que pode ser 

comparável ao leite de vaca em conteúdo de proteínas e gorduras, tendo obtido alta 

aceitabilidade em programas de nutrição infantil (MOREIRA, 1999). De acordo com 

Desjardins et al. (1990), o leite de soja é rico em proteínas de alta qualidade e não contêm 

colesterol e lactose, apenas pequenas quantidades de ácidos graxos saturados. O leite de soja é 

uma alternativa para as pessoas portadoras de certas intolerâncias ao leite de origem animal e 

de algumas deficiências genéticas, como a ineficiência em metabolizar a lactose (DE 

LUMEN, 1992). 

 

3.4 – Processamento da soja 

 

 O tipo de processamento é de importância extrema quando se usa soja para 

alimentação animal. O subprocessamento deixa inibidores de tripsina residuais e outros 

componentes antinutricionais que afetam a capacidade do humano ou animal para digerir ou 

absorver alimentos (CAMPOS, 2006). 

 Um processamento adequado é essencial para desnaturar fatores antinutricionais (que 

interferem com a digestão de proteína e com absorção de nutrientes) e, também, para ampliar 

a disponibilidade de óleo (CAMPOS, 2006). 

 A soja recebida nas indústrias processadoras é classificada de acordo com sua umidade 

e impurezas. Após a classificação a soja passa por uma limpeza para a retirada dos materiais 

grosseiros; realizada a limpeza, seca-se o grão a fim de reduzir a sua umidade ao nível de 12 

%, sendo em seguida armazenada em silos, que mantém a umidade adequada do grão 

(BARTOLOMAI, 1987). 
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 Em seguida ocorre a preparação das sementes, essa etapa consiste em um conjunto de 

operações apropriadas (quebra do grão, separação da casca, trituração, laminação e em alguns 

casos extrusão). Todas estas etapas são aplicadas a fim de aumentar a superfície de contato do 

grão para a próxima etapa, a extração. 

 A extração é a etapa em que se obtêm o óleo de soja. Este é obtido industrialmente por 

extração por solvente em contracorrente ou mecanicamente por prensagem. A extração por 

solvente, desde seu surgimento, mostrou-se o modo mais interessante de se extrair óleos 

vegetais de suas matrizes. O sucesso do processo a solvente está em sua capacidade de reduzir 

a níveis bastante baixos o resíduo de óleo presente em materiais oleaginosos. Os solventes 

mais usados são os derivados de petróleo e, erroneamente, diz-se que o solvente mais 

adequado para a extração é o hexano. Embora possa se extrair óleo de soja com hexano, o que 

é usado na realidade é a hexana, uma mistura de solventes orgânicos composta de: n-hexano, 

ciclohexano, metil-ciclopentano, 2-metilpentano e outros (RECH et al., 1998).  

 A extração consiste em colocar a matéria-prima em contato com um solvente que tem 

afinidade com o óleo. A mistura de solvente e óleo, chamada de micela, é separada por 

evaporação do farelo desengordurado, que será utilizado posteriormente na extração de 

proteína. O óleo bruto pode ser refinado e vendido como óleo vegetal, ou hidrogenado para a 

produção de margarina. O farelo resultante da extração é seco para remoção do solvente 

residual, sendo obtido depois de algum processamento produtos como: farinha integral pré-

cozida, farinha desengordurada, proteína concentrada, proteína isoloda, proteína texturizada, 

extrato hidrossolúvel em pó e hidrolisados (PARAISO, 2001) 

 Uma etapa intermediária é executada com a adição de água ao óleo para a remoção de 

fosfatídeos (lectinas). Onde ocorre a formação de uma goma, insolúvel na fase oleosa, que é 

separada com o uso de centrífugas. Embora se use no processo de extração hidrocarbonetos, é 

importante ressaltar que a extração pode ser executada com outros solventes como etanol 

(SILVA & TURATTI, 1991). 

 A farinha desengordurada de soja é usada para a obtenção das proteínas de soja 

(texturizada, concentrada, isolada). A proteína texturizada é obtida fazendo-se a extrusão da 

farinha desengordurada, sendo que esta ainda pode ser modificada para atender os mais 

diversos fins. A proteína concentrada é obtida pela lavagem da farinha desengordurada com 

ácidos fracos em pH 4,5, contendo até 70 % de proteína. A fase insolúvel (proteínas e fibras) 

é separada do soro ácido por filtração ou centrifugação e secada, o soro ácido é tratado como 

efluente industrial. Para a obtenção da proteína isolada de soja, a farinha desengordurada é 

dissolvida em pH básico, filtrada ou centrifugada (retirando-se as fibras) e re-acidificada até o 
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pH 4,5, ocorrendo a precipitação da proteína. Este coalho protéico pode ser seco por 

atomização (spray-drier), ou sofre texturização (POTTER & HOTCHKISS, 1997). O soro 

ácido com açúcares da soja muito diluídos é tratado como efluente industrial. A principal 

diferença entre isolados e concentrados é que a proteína concentrada apresenta fibras, já que a 

farinha desengordurada é diretamente dissolvida em água e precipitada. Outra opção é a 

transformação das proteínas por enzimas como pancreatina (HETTIARACHCHT & 

KALAPATHY, 1997). A Figura 3.3 ilustra o processamento da soja descrito anteriormente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3 – Fluxograma do processo de obtenção do óleo degomado e do farelo de soja 

(adaptado de Fernandes Júnior, 2009) 

 

 

Farelo 

Óleo 
degomado 

1- Secagem                                          6- Laminador             

2- Armazenagem                                 7- Extrator 

3- Pré-Limpeza                                    8- Dessolventizador-tostador 

4- Moinhos                                           9- Destilação 

5- Condicionadores                            10- Degomagem 
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3.5 – Melaço de soja 

 

 Segundo Siqueira (2007) para cada tonelada de soja processada obtém-se 716 kg de 

farelo, sendo este utilizado para a obtenção de concentrados protéicos; 156,07 kg de melaço 

de soja são gerados. A Figura 3.4 mostra o balanço de massa para o processamento da soja. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4 – Fluxograma do balanço de massa para processamento da soja. (adaptado 

Siqueira, 2007) 

 

 A obtenção do extrato protéico é tradicionalmente feita com base no ponto isoelétrico 

das proteínas da soja que se situa na faixa de pH 4,0 – 5,0 e pode ser alcançado com o uso de 

ácidos ou bases. Outra maneira de extrair as proteínas da soja é com o uso de uma mistura de 

etanol e água. Esta mistura insolubiliza as proteínas e fibras da soja que são retiradas após 

secagem obtendo um produto conhecido como proteína concentrada de soja. A fração líquida 

da mistura etanol e água contém na sua maior parte os açúcares da soja, que após a 

recuperação do etanol por evaporação gera o melaço de soja (MACHADO, 1999).  

  A eletroacidificação também é usada para a obtenção de isolados. Esta técnica 

consiste em atingir o ponto isoelétrico da proteína da soja por meio dos íons H+ e OH‾ 

provenientes da dissociação da água. Este método traz consigo a vantagem de não gerar 

resíduos de ácido e base (BAZINET et al., 1997). Além disso, não há desnaturação de 

proteínas como no método tradicional. 

 O processo de extração com etanol pode ser usado para obtenção de concentrados 

protéicos. O processo consiste na diluição do farelo desengordurado em uma solução 60 % 

etanol mais 40 % água. Por extração são separadas duas frações, uma composta por um 

concentrado alcoólico insolúvel contendo 66-70 % de proteína e outra líquida contendo 

principalmente açúcares. A fração líquida é destilada para a recuperação do solvente restando 

o chamado melaço de soja, que é o único resíduo do processo de extração de proteína com 

Soja = 1000 kg 

Lectina = 10 kg Óleo = 195 kg Farelo = 716 kg Casca = 50 kg 

Concentrado Protéico= 195 kg Melaço de soja = 156,7 kg 
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etanol. O concentrado alcoólico é comercializado seco, obtendo-se assim proteína 

concentrada em pó. A Figura 3.5 ilustra o processo de obtenção do melaço de soja. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.5 – Fluxograma obtenção do melaço de soja (adaptado de Siqueira, 2007). 

  

 A Tabela 3.3 mostra a composição do melaço de soja. 

 

Tabela 3.3 – Composição do melaço de soja. 

Componentes % massa seca 

Glicose 0,243 

Frutose 0,127 

Galactose 0,254 

Sacarose 28,4 

Rafinose 9,68 

Estaquiose 18,6 

Proteínas 9,44 

Lipídeos 21,2 

Fibras 5,7 

Cinzas 6,36 

Fonte: SIQUEIRA (2007) 

Extrato
r 

Farelo 

Etanol 60% 

Água 40% 

Evaporado
r 

Concentrado 
Protéico 

Coluna para 
recuperação do etanol 

Melaço de soja 
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3.6 – Hidrólise Ácida 

 

 A hidrólise ácida caracteriza-se por envolver soluções diluídas de ácidos fortes como 

ácido sulfúrico e clorídrico, e condições operacionais severas de pH e temperatura (1 < pH < 

2; 100 < Temp. < 150ºC). Devido às suas características, a hidrólise ácida tem sua aplicação 

comercial na indústria alimentícia restrita, pois o uso de catalisadores ácidos acarreta 

alterações no sabor e na cor dos alimentos, devido às reações paralelas de escurecimento, 

produção de sub-produtos indesejáveis e desnaturação de proteínas (SANTIAGO, 2002). 

 

3.6.1 – Processo com ácido concentrado 

 

 A aplicação do processo com ácido sulfúrico concentrado foi extensivamente estudado 

antes e depois da 2ª guerra mundial, e aplicações práticas foram realizadas nos Estados 

Unidos, Itália e Japão. Um processo chamado Peoria foi desenvolvido por Northern Regional 

Research Laboratory em Illinois, e outro processo chamado de Jordany-Reon foi 

desenvolvido em Bozen, Itália. Um processo diferente também foi desenvolvido no Japão 

com a ajuda do governo, em 1948, e foi chamado de Hokkaido. Uma planta industrial usando 

este processo foi construída em Asahikawa, Hokkaido, em 1963, com uma capacidade de 100 

toneladas de madeira seca por dia. Entretanto, a planta foi forçada a parar a operação após um 

ano, devido principalmente a circunstâncias econômicas (HON, 1991; RODRIGUES, 2007). 

 A hidrólise ácida concentrada é realizada em baixas temperaturas, por exemplo, 40 ºC, 

e fornece rendimentos elevados de açúcar, por exemplo, 90% da produção de glicose teórica. 

No entanto, o consumo de ácido é alto, muita energia é consumida para a recuperação e 

reciclagem do ácido, o equipamento pode sofrer corrosão, e o tempo de reação necessário é de 

2-6 h (TAHERZADEH e KARIMI, 2007; RODRIGUES, 2007). 

 

3.6.2 – Processo com ácido diluído 

 

 O primeiro processo prático, The Scholler-Tornesch, foi desenvolvido na Alemanha 

em 1930. Foi modificado nos Estados Unidos como processo Madison e Tennesse Valley 

Authority (TVA), e foi introduzido na Suíça, Alemanha e Japão. Entretanto, após a segunda 

guerra mundial, o processo foi usado somente na ex- União Soviética e em alguns países 

socialistas (HON, 1991). 
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 A hidrólise ácida diluída é interessante, pois a corrosão das partes metálicas durante o 

processo deve ser menor que na hidrólise ácida concentrada. É adequada para a operação em 

larga escala (HON, 1991). 

 A hidrólise ácida diluida é caracterizada por um baixo consumo de ácido, tempos curto 

de reação a elevadas temperaturas de processo. Hemicelulose é geralmente muito mais 

suscetível a hidrólise ácida do que a celulose, rendimentos de mais de 85% podem ser obtidos 

em condições relativamente suaves, mas apenas uma pequena parte da celulose é convertida 

em glicose (TAHERZADEH e KARIMI, 2007). 

 

3.7 – Histórico da fermentação alcoólica 

 

 A saga pelo desenvolvimento de energia alternativa começou nos anos 70 com a 

implantação do primeiro programa de produção em larga escala de combustível renovável, o 

Proálcool (Programa Nacional do Álcool). Três principais fatores foram determinantes na 

implementação desse programa no Brasil. O primeiro fator foi a brusca elevação no valor do 

barril de petróleo que saltou de U$ 2,5 em 1973 para U$ 20,00 em 1979 e alcançando a 

incrível marca de U$ 34,40 em 1981 (ZANIN et al., 2000). O segundo fator foi que o 

programa capacitou o Brasil a uma dependência muito menor de energia importada na forma 

de óleo cru. Em 1973 o país importava cerca de 34% de petróleo, já após a implantação do 

Proálcool esse número caiu para 18% em 1986 (ZANIN et al., 2000). E o terceiro e mais 

importante fator foi a queda internacional no preço do açúcar, que passou de U$ 1400 a 

tonelada métrica em novembro de 1974 para U$ 268 em dezembro de 1975, levando os 

usineiros da época à busca por uma solução economicamente mais satisfatória junto ao 

governo federal (ZANIN et al., 2000). 

 Em dez anos foram investidos 16 bilhões de dólares em pesquisas genéticas para 

melhoria da cana-de-açúcar, subsídios ao preço do álcool e compra de novas máquinas 

agrícolas com financiamento a juros baixos. Em 1985, com a queda no preço do petróleo no 

mercado internacional, o governo não conseguiu manter os subsídios. Em 1989, houve 

desabastecimento, e os brasileiros que tinham carros a álcool ficaram reticentes 

(GUANDALINI & SILVA, 2006). 

 Em 2002 a situação volta a ser favorável à produção do etanol. Segundo Ferreira 

(2002) estudos mostram que o setor correspondeu positivamente aos estímulos externos, tanto 

os governamentais, escassos, como os provenientes do mercado de combustíveis. Esses 
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estudos ainda relatam a disponibilidade de espaço para o aumento da produtividade da lavoura 

e da indústria que poderá fazer baixar ainda mais o custo. 

 

3.8 – Processos fermentativos 

 

 Há várias maneiras de se conduzir a fermentação. O reator biológico pode ser operado 

de forma descontínua, semicontínua, descontínua alimentada (ou batelada alimentada) ou 

contínua, todos podendo trabalhar com ou sem recirculação do fermento (SCHIMIDELL e 

FACCIOTTI, 2001). Na produção industrial de etanol em grande escala, os processos 

fermentativos se classificam em processos em batelada e contínuos, sendo que a denominação 

batelada na prática industrial da produção de etanol se refere à batelada alimentada.  

 Segundo Almeida (1960), surgiu na França na década de trinta o processo Melle-

Boinot (batelada alimentada) que proporcionou um grande avanço na produção industrial de 

etanol. 

 Os processos de corte e clássicos (pé-de-cuba) eram muito utilizados até a década de 

sessenta no Brasil. Após essa época, os processos de batelada alimentada começaram a ser 

implantados (ANDRIETTA, 2004). 

 

3.8.1 – Batelada 

 

 Trata-se de um processo de fermentação alcoólica descontínuo, que utiliza um inóculo 

novo a cada batelada. Segundo Maiorella et al. (1981), este processo é muito lento, pois se 

gasta muito tempo em etapas de limpeza e preparação do reator. 

 No que se refere à manutenção e assepsia, o processo descontínuo é considerado o 

mais seguro, pois, ao final de cada batelada, o reator pode ser esterilizado juntamente com um 

novo meio de cultura, recebendo um novo inóculo que deve ser submetido a todos os 

controles necessários para assegurar a presença única do micro-organismo responsável pelo 

processo (SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001). Além do menor risco de contaminação, este 

processo apresenta grande flexibilidade de operação pela possibilidade de utilização dos 

fermentadores para a fabricação de diferentes produtos e por permitir uma melhor condição de 

controle com relação à estabilidade genética do micro-organismo (CARVALHO e SATO, 

2001). 

 

3.8.2 – Batelada Alimentada 
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 O processo batelada alimentada, também conhecido como “Melle-Boinot”, é um 

processo em que o substrato é alimentado sob condições controladas até atingir o volume do 

biorreator. Este processo, apesar de antigo, é muito conveniente e satisfatório quanto à 

operação e eficiência de conversão de açúcares a álcool (ZARPELON e ANDRIETTA, 1992; 

CARVALHO e SATO, 2001). 

 Almeida (1960) descreve as seguintes vantagens do processo Melle-Boinot: Economia 

de açúcar devido a menor reprodução celular elevando o rendimento em etanol, eliminação de 

contaminantes pela centrifugação do vinho (separação das células de levedura), fermentação 

mais pura devido ao tratamento do leite de levedura (tratamento ácido), eliminação da 

necessidade de cultura para o preparo do pé-de-cuba, prática exigida no processo clássico, 

diminuindo, portanto, a complexidade das operações da planta. 

 

3.8.3 – Processo Contínuo 

 

 De uma forma geral, neste tipo de processo não há interrupções, ocorrendo a retirada 

contínua do produto a uma vazão igual à da alimentação, permitindo um fluxo contínuo, 

reduzindo assim o efeito inibitório do etanol e do substrato. Segundo Rodrigues et al. (1992) 

este processo tem apresentado uma maior produtividade, com um aumento que pode atingir 

100% em relação à batelada alimentada. Os processos contínuos apresentam as seguintes 

vantagens frente aos demais processos de produção de etanol: aumentam a produtividade do 

processo, em virtude de uma redução dos tempos mortos ou não produtivos, obtenção de 

caldo fermentado uniforme, o que facilita o projeto das operações de recuperação do produto 

de interesse, downstream, manutenção das células em um mesmo estado fisiológico, o que 

torna o processo contínuo uma excelente ferramenta para estudos de mecanismos de 

regulação metabólica ou, ainda, para estudos de otimização da composição de meio de 

cultura, possibilidade de associação com outras operações contínuas na linha de produção, 

maior facilidade no emprego de controles avançados, menor necessidade no emprego de mão-

de-obra, pode ser facilmente instalado em unidades produtoras de etanol convencionais. 

 Cysewski & Wilke (1978), demonstraram uma redução de 57% no investimento de 

capital fixo em destilarias com fermentação contínua quando comparada ao daquelas que 

utilizam processo batelada. Reduções ainda maiores, da ordem de 68 e 71%, são obtidas para 

os processos que utilizam reciclo de células e operação a vácuo, respectivamente 

(ANDRIETTA, 2004). 
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 Segundo Andrietta (1994), o processo de fermentação contínua pode ser dividido em 

três etapas: Unidade de tratamento ácido, unidade de separação de células de levedura e 

fermentação propriamente dita. 

 Paiva et al., (1996) demonstraram que é possível diminuir os custos de produção deste 

combustível operando com um reator de forma contínua, tipo torre, com altas concentrações 

de células utilizando decantadores como unidade de separação quando a cepa de levedura 

utilizada possui características floculantes e ainda obter produtividade de 14,4 g de etanol/L. 

Em relação à batelada alimentada, esse processo tem apresentado uma maior produtividade, 

com aumento que pode atingir até 100 % (RODRIGUES et al., 1992). 

 

3.9 – Microrganismo da Fermentação Alcoólica  

 

 As leveduras são organismos eucarióticos e formam uma das classes mais importantes 

dos fungos. Os fungos são organismos não-fotossintéticos que, com algumas raras exceções, 

possuem parede celular. Eles obtêm seu alimento por absorção e não possuem clorofila. O 

reino Fungi é dividido em três grupos: os fungos limosos, os inferiores flagelados e os fungos 

terrestres. Existem ainda, quatro grupos de fungos terrestres: os Zigomicetos, Ascomicetos, 

Basidiomicetos e os Deuteromicetos. As leveduras pertencem à classe dos Ascomicetos, 

denominados fungos superiores, por possuírem estrutura consideravelmente mais complexa 

do que os outros fungos. As Saccharomyces cerevisiae estão entre as leveduras mais 

conhecidas em todo o mundo por serem utilizadas no processo de produção de bebidas 

alcoólicas, pães e na produção de etanol combustível (PELCZAR Jr., 1997). 

 As Saccharomyces cerevisiae são as mais utilizadas na produção de etanol e 

apresentam-se normalmente na forma unicelular e com 2 a 8 micrômetros de diâmetro. Estas 

se reproduzem basicamente por gemação (brotamento), em que a célula mãe, após um período 

de união entre os citoplasmas, dá origem a uma nova célula (STECKELBERG, 2001). 

 Como entidade viva independente, a levedura realiza a fermentação dos açúcares com 

o objetivo de conseguir a energia química necessária à sua sobrevivência, sendo o etanol 

apenas e tão somente um subproduto desse processo. As células de levedura possuem 

compartimentos para adequação de sua atividade metabólica. A fermentação alcoólica 

(glicólise anaeróbia) ocorre no citoplasma, enquanto que a oxidação total do açúcar 

(respiração) se dá na mitocôndria (AMORIM et al., 1996) 

 A primeira descrição das leveduras data de 1680 e foi realizada por Antonie van 

Leeuwenhoek, observando a cerveja em fermentação. Pasteur, em estudos divulgados a partir 
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de 1866, provou que a fermentação é fruto da atividade de células vivas, as leveduras, na 

ausência de oxigênio (MILLER, 1959). 

 As leveduras são os micro-organismos mais importantes na obtenção do álcool por via 

fermentativa. Bactérias, entre as quais a Zymomonas mobilis, são tidas como capazes de 

produzir etanol, mas, economicamente, as leveduras ainda são os agentes largamente 

utilizados (LIMA et al., 2001). 

 

3.10 – Bioquímica da Fermentação Alcoólica 

 

 A fermentação alcoólica é a ação de leveduras sobre açúcares fermentescíveis contidos 

em uma solução. É um processo biológico no qual a energia fornecida por reações de 

oxidação parcial pode ser utilizada para o crescimento de leveduras e a oxidação parcial 

anaeróbia da hexose na produção de álcool e CO2 (LIMA e MARCONDES, 2002).  

 A principal rota metabólica envolvida na fermentação etanólica é a glicólise, na qual 

uma molécula de glicose é metabolizada e duas moléculas de piruvato são produzidas. Sob 

condições anaeróbias, o piruvato é convertido a etanol com desprendimento de CO2. A 

transformação do açúcar (glicose) em etanol e dióxido de carbono envolve 12 reações em 

seqüência ordenada, cada qual catalisada por uma enzima específica. Tal aparato enzimático 

está confinado no citoplasma celular sendo, portanto, nessa região da célula que a 

fermentação alcoólica se processa.  

 O objetivo principal da levedura, ao metabolizar anaerobicamente o açúcar é gerar 

uma forma de energia Adenosina Trifosfato (ATP) que será empregada na realização de 

diversas funções fisiológicas (absorção, excreção e outras) e biossínteses necessárias à 

manutenção da vida, crescimento e multiplicação. O etanol e CO2 resultantes constituem tão 

somente em produtos de excreção, sem utilidade metabólica para a célula em anaerobiose 

(LIMA, et al., 2001). 

 O rendimento teórico para a produção de etanol é de 0,511 g/g para etanol e 0,489 para 

CO2 em base mássica, utilizando como substrato uma hexose. Dois ATPs produzidos na 

glicólise são usados na condução da biossíntese das leveduras, que envolve diversas 

biorreações que requerem energia. Portanto, a produção de etanol está fortemente relacionada 

com o crescimento das leveduras, o que significa que leveduras devem ser produzidas como 

subproduto. Sem o consumo contínuo de ATP pelo crescimento celular, o metabolismo 

glicolítico seria interrompido imediatamente, em razão do acúmulo intracelular de ATP, que 
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inibe a fosfofrutoquinase, uma das mais importantes enzimas reguladoras da glicólise (BAI, 

ANDERSON e MOO-YOUNG, 2008). 

 Na prática, segundo Oura (1974), este valor não é observado devido à utilização de 

parte dos açúcares fermentáveis para a produção de glicerol, álcoois superiores, ácidos, entre 

outras substâncias necessárias para a síntese de material celular e manutenção fisiológica da 

levedura. A Figura 3.6, mostra um fluxograma simplificado da conversão da glicose a etanol. 

 

Figura 3.6 – Fluxograma simplificado da conversão de glicose a etanol. Fonte (GALASSI, 

2007) 

 

3.11 – Fatores que influenciam na Fermentação Alcoólica 

 

 Diversos fatores físicos (temperatura, pressão osmótica), químicos (pH, oxigenação, 

nutrientes minerais e orgânicos, inibidores) e microbiológicos (espécie, linhagem e 

concentração da levedura, contaminação bacteriana), afetam o rendimento da fermentação e a 

eficiência da conversão de açúcar em etanol (LIMA et al. 2001). 

 Durante a fermentação, a levedura pode estar exposta a vários fatores estressantes. 

Dentre esses fatores, os mais frequentemente mencionados são os altos teores alcoólicos, a 

temperatura elevada, acidez do meio (inclusive no tratamento ácido que ocorre na assepsia do 

leite de levedura) (BASSO, 1991). 

 

3.11.1 – Temperatura 

 

 A temperatura ótima para a produção industrial de etanol situa-se na faixa de 29 a 

35°C, mas, não raramente, a temperatura nas destilarias alcança 38°C. À medida que a 
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temperatura aumenta, a contaminação bacteriana é favorecida e a levedura fica mais sensível 

à toxidez do etanol (LIMA et al., 2001). 

 O rendimento alcoólico é maior em temperaturas mais baixas (15 a 20°C), porém 

apresentam uma demora para a obtenção da produção máxima. Quando a temperatura do 

biorreator é de 25°C a 31°C a taxa inicial de fermentação é maior, mas em temperaturas 

maiores que 35°C decresce a viabilidade celular (TORIJA et al., 2003). 

 

3.11.2 – pH do meio 

 

 As fermentações se desenvolveram numa ampla faixa de valores de pH, sendo 

adequada entre 4 e 5. Nos mostos industriais, os valores de pH geralmente se encontram na 

faixa de 4,5 a 5,5 (LIMA et al., 2001). 

 No processo com reutilização da levedura, é realizado tratamento com ácido sulfúrico 

em pH de 2,0 a 3,2, durante uma ou duas horas, visando à redução da carga microbiana. Desta 

forma, a fermentação alcoólica se inicia com valores de pH baixos, finalizando com valores 

de 3,5 a 4,0 (LIMA et al., 2001). 

 Fermentações conduzidas em meios ácidos resultam em maiores rendimentos em 

etanol, pelo fato de se restringir o crescimento bacteriano. Entretanto, fermentações alcoólicas 

se desenvolveram bem em níveis mais elevados de pH como em melaços (pH 5,8 a 5,9). Já os 

caldos de cana fermentam sem correção de acidez, em pH natural que varia de 5,2 a 6,8 

(LIMA et al., 2001). 

 O processo fermentativo, ocorrendo na faixa mais elevada de pH nas indústrias, acaba 

beneficiando a integridade fisiológica da levedura em fermentações com altas concentrações 

de SO2, sacarose e etanol (JONES et al., 1981). 

 A tolerância à acidez é uma característica importante para as leveduras industriais, 

mesmo assim, a utilização de linhagens de Saccharomyces cerevisiae resistente ao estresse 

ácido é uma característica importante para a indústria de álcool combustível (MONACO, 

2007). Segundo Gomes (1988), valores baixos de pH, além de ocasionarem perda de 

nutrientes como nitrogênio e potássio, aumentam a sensibilidade ao etanol aos ácidos 

orgânicos e ao SO2. 

 Dorta (2006), no estudo de fatores sinérgicos entre sulfito, ácido láctico, pH e etanol 

na fermentação alcoólica da levedura, após a análise de todos os parâmetros estressantes, 

verificou que o mais baixo valor de pH (3,6) foi o que mais interferiu no metabolismo das 
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linhagens estudadas. Verificou, também, que o pH 4,5 mostrou ser suficiente para minimizar 

os efeitos danosos do sulfito e etanol sobre a célula. 

 No pH 4,5 a ação deletéria do sulfito é minimizada pelo fato deste se apresentar em 

sua forma menos tóxica. O bissulfito de sódio (NaHSO3) em pH 4,5 está predominantemente 

na forma de bissulfito (HSO3
‾ ), não sendo a forma mais tóxica para a levedura quanto à de 

SO2. O pH mais elevado ocasiona menos entrada no interior das células de ácidos orgânicos, 

SO2 e um menor efeito tóxico associado à presença do etanol (CARTWRIGHT et al., 1989). 

 

3.11.3 – Presença de sulfito no meio 

 

 O sulfito é um dos componentes do melaço que pode afetar o desenvolvimento da 

fermentação alcoólica. Desde 1990, o uso de melaço na formulação dos mostos para 

fermentação alcoólica tem crescido bastante e consequentemente a concentração de sulfito no 

mesmo. O sulfito é normalmente utilizado no processo de clarificação do açúcar e está 

presente em altas concentrações no melaço de cana-de-açúcar, contribuindo para a diminuição 

do rendimento alcoólico e viabilidade das células das leveduras (DORTA, 2006). 

 A sulfitação consiste em um método de tratamento do caldo de cana-de-açúcar de uso 

generalizado no Brasil e nos países produtores de açúcar branco de consumo direto. Esse 

método foi introduzido a partir do século XVIII, com o objetivo de remover impurezas que 

conferem cor e turbidez ao caldo, sendo o dióxido de enxofre o principal reagente utilizado 

(MAFRA, 2004). 

 Estudos da toxidade do sulfito, tanto em laboratório, como a partir de informações 

coletadas na indústria, mostram que a sua presença no meio de fermentação (em até cerca de 

100 ppm), traz mais benefícios (redução da contaminação bacteriana) do que efeitos tóxicos à 

levedura ( BASSO, 1991). 

 Alves (1994) chegou à conclusão de que a presença de sulfito no mosto fermentativo 

pode ser benéfica se este atuar como bactericida, pois a contaminação bacteriana causa 

maiores danos ao processo que a diminuição do rendimento causado pelo sulfito. 

 Oliva-Neto e Yokoya (2001) concluíram que a CMI (Concentração Mínima Inibitória) 

para o sulfito de sódio, em pH 4,5, se dá na faixa de 10-40mg/mL para bactérias láticas 

(principais bactérias contaminantes da fermentação alcoólica), já para a levedura o CMI foi de 

50.000 mg/mL, nas mesmas condições. 

 O enxofre na forma de sulfito, quando está acima do nível ideal (principalmente no 

caso de uso do melaço como matéria-prima), aumenta a produção de glicerol e inibe o 
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desenvolvimento das leveduras que, com o passar do tempo, passam a apresentar certa 

adaptação a tal situação (AMORIM, 2005). 

 Anacleto e Van Uden (1982) estudaram a cinética de morte celular em função da 

elevação da concentração do sulfito e da temperatura. Eles concluíram que o efeito de morte 

em Saccharomyces cerevisiae foi dependente do pH e correlacionado com a concentração de 

dióxido de enxofre em suspensão no meio. 

 Segundo Amaral (2009) o efeito da concentração de sulfito está intimamente ligado ao 

pH do meio e que maiores concentrações de sulfito implicam em menor produtividade de 

etanol quando comparado com o meio sem sulfito. 

 

3.11.4 – Presença de ácidos orgânicos no meio 

 

 Os compostos fenólicos podem agir como inibidores dos micro-organismos, 

dependendo da concentração (O’CONNOR & RUBINO, 1991). Conforme Narendranath et al. 

(2001), os ácidos orgânicos também são potenciais inibidores das leveduras. 

 Estes compostos estão presentes nas plantas da cana-de-açúcar e acabam se 

acumulando nos méis que posteriormente serão fermentados. Este acúmulo acontece quando o 

caldo passa pelos evaporadores e cozedores para a retirada da água e cristalização do açúcar, 

mas à temperatura que o caldo é submetido não é suficiente para evaporar ou decompor estes 

compostos que possuem elevados ponto de ebulição e boa estabilidade térmica. Durante o 

cozimento, pode ocorrer também a degradação térmica da sacarose, formando compostos 

indesejáveis à fermentação alcoólica, tais como ácidos orgânicos (por exemplo, ácido lático, 

fórmico e acético) e hidroximetilfurfural (HMF). Estes compostos, por apresentarem ação 

antimicrobiana, podem afetar o desempenho das leveduras, podendo ser uma das causas da 

baixa qualidade fermentativa de alguns méis. Na presença de temperaturas elevadas, ocorrem 

duas transformações químicas envolvendo os carboidratos, sendo elas a reação de Maillard 

com degradação de Strecker e a caramelização, ocorrendo a degradação do carboidrato e 

formando compostos voláteis. As reações de Maillard podem produzir compostos como o 

acetaldeído, o benzaldeído, o formol e o aldeído lático. A caramelização pode produzir ácido 

fórmico, acético, hidroximetilfurfural, entre outros (BOBBIO & BOBBIO, 2001). 

 Segundo DE BRUIJN et al. (1986), os monossacarídeos são degradados em meio 

alcalino a ácidos carboxílicos. A maior parte dos monossacarídeos é convertida em ácidos 

carboxílicos de baixo peso molecular com o mesmo ou menor número de carbonos. Alguns 

exemplos destes ácidos: lático, fórmico, acético, glicólico, sacarínico.  



 
 

CAPÍTULO 4 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 - Micro-organismo 

 

 Utilizou-se uma cepa de leveduras Saccharomyces cerevisiae Y904, adquirida da 

Mauri Brasil Ind. Com. Ltda. 

 

4.2 – Matéria prima: Fonte de carbono 

 

 O substrato utilizado na fermentação para produção de etanol foi obtido a partir de um 

resíduo gerado do processo de extração protéica da soja, denominado melaço de soja, cedido 

pela empresa de processamento de soja Selecta – Araguari –MG. A amostra cedida para os 

estudos foi colocada em recipientes de 2 litros, os quais foram armazenados em freezer 

horizontal (Electrolux, modelo H300) para utilização durante todo o desenvolvimento dos 

experimentos. Para evitar possíveis variações na composição do substrato, a mesma amostra 

foi utilizada durante a realização de todos os experimentos. 

 

4.3 – Ácidos utilizados na hidrólise  

 

 Para a hidrólise do melaço de soja testou-se três tipos de ácidos: ácido nítrico (HNO3) 

P.A. Isofar, ácido sulfúrico (H2SO4) P.A. Vetec e o ácido clorídrico (HCl) P.A. Vetec. 

 

4.4 – Testes Preliminares 

 

 Testes preliminares foram realizados com os três ácidos citados para definir a diluição 

do melaço a ser usada, o tempo de hidrólise e o tempo de fermentação que promovessem o 

maior rendimento de etanol para cada ácido estudado. 

 As fermentações foram realizadas em erlenmeyers com volume útil de 100 mL, sendo 

a temperatura e a agitação controladas no shaker. No primeiro teste variou-se a diluição e o 

tempo de hidrólise do melaço. As condições testadas foram: 

- Diluição 1:2; 1:3 e 1:4 (gmelaço/gmeio) 

- Tempo de hidrólise 10; 20; 30 e 40 min 
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 No teste de diluição e tempo de hidrólise os ensaios foram conduzidos nas seguintes 

condições: na hidrólise adicionou-se solução de ácido diluído até que o pH do meio atingisse 

o valor de 3, os erlenmeyers tampados contendo amostras do melaço de soja e a solução de 

ácido foram conduzidos a uma autoclave a uma pressão absoluta de 1,5 atm. Na fermentação 

realizada após a hidrólise ácida do melaço utilizou-se: temperatura de 35 ± 0,5°C, pH ajustado 

para 4,5, velocidade de agitação de 130 rpm nos testes realizados em shaker, tempo de 12 h e 

concentração de micro-organismos de 30 ± 0,2 g/L sendo que o volume de inóculo foi de 30% 

do volume total do meio; sendo que o inóculo consistia da hidratação da levedura sob agitação 

por duas horas. 

 Definidos a melhor diluição de melaço e o melhor tempo, realizou-se uma cinética 

para cada ácido com intuito de avaliar o tempo de fermentação. As condições da hidrólise e da 

fermentação foram as mesmas usadas para o teste de diluição, sendo que o tempo e a diluição 

usados foram aqueles que apresentaram melhor rendimento de etanol selecionados através dos 

resultados para os testes de diluição e tempo realizados anteriormente.  

 Durante as fermentações dos testes preliminares acompanhou-se o consumo de açúcar 

total e a produção de etanol sendo que na cinética também foi acompanhada a concentração 

celular. Definidos a diluição, o tempo de hidrólise e o tempo de fermentação, a próxima etapa 

foi avaliar a influência das variáveis por meio de um planejamento experimental. 

 

4.5 – Metodologia Experimental 

 

 Os ensaios experimentais foram realizados em batelada, sem suplementação de fontes 

minerais, sob agitação em um reator (Applikon) com volume útil de 1,5 L. O volume do 

inóculo correspondeu a 30% do volume total do meio. O volume total de cada fermentação foi 

1,5 L, sendo 0,45 L de inóculo. O inóculo consistiu-se da levedura após hidratação em água 

durante 2 horas, sob agitação. A Figura 4.1 mostra a foto da unidade de trabalho utilizada nos 

experimentos. 
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Figura 4.1 – Unidade utilizada nos experimentos  

  

 Cada fermentação foi monitorada por amostragens periódicas do meio fermentativo, 

para acompanhamento das concentrações de açúcar total (AT), etanol e células. Amostras de 

30 mL foram retiradas do reator e centrifugadas por 15 minutos a 12.500 rpm (9800 G). Do 

sobrenadante foram feitas as análises de concentração de AT e etanol. Para avaliar a 

concentração celular (item 4.6) retirava-se amostra de 1 mL do reator, não sendo necessária a 

etapa de centrifugação. 

 Para análise da interação entre as variáveis de entrada e o estudo empírico das relações 

entre uma ou mais respostas obtidas utilizou-se a técnica do planejamento experimental, com 

o qual foi feita a otimização por análise da superfície de resposta. Os experimentos foram 

realizados com auxílio do planejamento fatorial (PF). 

 

4.5.1 - Planejamento experimental fatorial 32 

 

 Com o propósito de obter experimentos significativos e confiáveis, utilizou-se um 

tratamento estatístico dentro de um planejamento fatorial (PF) para selecionar o ácido usado 

na hidrólise e verificar tendência de alguma variável do processo para a produção de etanol. 

Adotou-se um teste de hipótese t-Student com área de rejeição de 5%. 
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 O PF realizado foi de três níveis com duas variáveis (32), totalizando 9 experimentos. 

As variáveis escolhidas para variação no planejamento foram: pressão de hidrólise e pH de 

hidrólise. Realizou-se um PF para cada tipo de ácido estudado. 

 As respostas para o planejamento efetuado foram: produção de etanol, rendimento de 

etanol e concentração de açúcar total residual. Os cálculos estatísticos foram realizados com 

auxílio do Software Statistica 7.1, da StatSoft. Neste planejamento foi estabelecido o nível 

superior com o sinal +1 das variáveis escolhidas para o planejamento, sendo a pressão 

absoluta de hidrólise 2 atm e pH 5. O nível inferior das variáveis escolhidas foi representado 

por -1 sendo a pressão absoluta de hidrólise 1 atm e pH  3. Os valores adotados foram 

escolhidos conforme revisão da literatura (MACHADO, 1999; SIQUEIRA, 2007). A Tabela 

4.1 mostra a matriz de planejamento utilizada. A otimização foi realizada utilizando a técnica 

de superfície de respostas. 

 

 

Tabela. 4.1 – Matriz do planejamento experimental fatorial 32 com os valores codificados e 
originais das variáveis 

 Valor Real (Valor Codificado) 

Exp. X1 (atm) X2 

1 1 (-1) 3 (-1) 

2 1,5 (0) 3 (-1) 

3 2 (+1) 3 (-1) 

4 1 (-1) 5 (+1) 

5 1,5 (0) 5 (+1) 

6 2 (+1) 5 (+1) 

7 1 (-1) 4 (0) 

8 1,5 (0) 4 (0) 

9 2 (+1) 4 (0) 

                                  Experimentos com menor concentração adotou-se -1 e com a maior concentração +1. 
                                 X1 – pressão absoluta de hidrólise. 
                                 X2 – pH de hidrólise. 
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 Todos os níveis das variáveis estudadas foram adimensionalizados (codificados) pela 

utilização da Equação 4.1. 

( )








 −

−
=

−+

2
11

0

XX

XX
X n                                                                                                               (4.1) 

nX  = valor codificado da variável (n = 1,2...) 

X  = valor da variável a ser calculada; 

0X  = valor da variável no ponto central; 

1+
X  = valor da variável no nível superior; 

1−
X  = valor da variável no nível inferior. 

 As Equações codificadas (4.2 e 4.3) são as equações para cada variável estudada no 

experimento: 

( ) ( )

[ ]
1

pressão absoluta hidrólise 1,5 pressão absoluta hidrólise 1,5

2 1 0,5
2

X
− −

= =
− 

  

                       (4.2) 

 

( )
( )2

pH 4
pH 4

5 3
2

X
−

= = −
− 

  

                                                                                                     (4.3) 

 

 Nos experimentos, em que a pressão absoluta de hidrólise é igual a 1 atm, a hidrólise 

do melaço foi realizada a uma temperatura de 80ºC em um banho termostatizado por um 

tempo de 60 min. Para os outros experimentos a hidrólise do melaço foi conduzida na 

autoclave. 

 Todos os experimentos foram conduzidos a 35 ± 0,5°C, com pH 4,5 na fermentação, 

velocidade de agitação de 230 rpm e com a concentração de micro-organismos inicial para a 

fermentação de aproximadamente 30 ± 0,2 g/L. A Equação 4.4 mostra o modelo empírico de 

2ª ordem que representa cada uma das respostas estudadas. 

 

Resposta = β0 + aX1 + bX2 + cX1
2 + dX2

2                                                                             (4.4) 

 

Sendo:  

β0 = valor médio da resposta; 
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a, b, c e d = parâmetro da equação; 

X1 = Pressão absoluta de hidrólise; 

X2 = pH de hidrólise. 

  

4.5.2 – Avaliação da concentração de inóculo 

 

 Verificada a influência do pH e da pressão e escolhido o ácido que apresentou melhor 

rendimento de etanol estudou-se a influência da concentração de levedura na fermentação do 

hidrolisado ácido do melaço de soja. As concentrações de micro-organismo testadas foram 25, 

30, 35, 40 e 45 g/L de levedura sendo mantido o volume de inóculo na quantidade de 30% do 

volume total de meio; variou-se somente a concentração de microrganismo no inóculo e não o 

volume de inóculo. A hidrólise e a fermentação foram realizadas nos pontos ótimos definidos 

pelos experimentos anteriores, sendo que para a pressão utilizou-se a pressão de 1,5 atm. 

 

4.5.3 – Cinética para avaliar a melhor condição definida 

 

 Um estudo cinético foi realizado com o intuito de validar as condições ótimas 

definidas. A fermentação foi realizada empregando as variáveis independentes pressão 

absoluta de hidrólise e pH de hidrólise na faixa de maximização das respostas obtidas no PF 

do item 4.5.1. 

 A cinética foi realizada no reator apresentado na Figura 4.2 a 35 ± 0,5°C, volume útil 

do reator 1,5 L, velocidade de agitação de 230 rpm. Alíquotas de 30 mL foram retiradas de 

duas em duas horas para análise da concentração de álcool, açúcar total residual e 

concentração de células até a estabilização da produção de etanol. Os resultados gráficos da 

cinética foram obtidos com auxílio do Software Origin Graph 8.0. 

 

4.5.4 – Extração de etanol utilizando Evaporador Rotativo 

 

 Realizou-se um teste para avaliar a utilização de uma menor diluição do substrato, 

com intuito de reduzir o consumo de água e o gasto energético. O teste consistia da realização 

de uma fermentação do hidrolisado ácido do melaço de soja com uma diluição de 500 

gmelaço/Lmeio, o tempo de fermentação e as condições de hidrólise foram realizadas nos pontos 

ótimos definidos pelos experimentos anteriores. O volume útil de fermentação foi de 1,5 L 
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sendo 0,45 L de inóculo e o restante de hidrolisado ácido do melaço de soja. Realizada a 

fermentação, centrifugava-se o fermentado para retirar a levedura e posteriormente o 

sobrenadante era colocado em um evaporador rotativo (Fisatom), mostrado na Figura 4.2, a 

uma temperatura de 90º C, por duas horas, para retirar o etanol produzido. Após a retirada do 

etanol realizava-se outra fermentação, nas mesmas condições, com o caldo resultante com a 

finalidade de obter um rendimento maior de etanol. 

 

Figura 4.2 – Evaporador Rotativo (FISATOM, 2011) 

4.6 – Determinação do crescimento celular  

 

 Para determinação da concentração celular das amostras utilizou-se uma câmara de 

Neubauer espelhada e um microscópio óptico (Olympus). A câmara possuiu 25 quadríulos, 

considerou-se para contagem 5 quadrículos que possuem 16 retículos com uma área de 0,0025 

mm2 e profundidade de 0,1 mm para cada quadrícula. Com isso tem-se um volume total da 

câmara de 0,1 mm3 = 0,1 µL (Figura 4.3). 
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Figura 4.3 – Câmara de NeuBauer (BARGA, 2007). 

 

 Para a contagem das células, diluiu-se a amostra e promoveu-se a homogenização com 

uma vigorosa agitação. Colocou-se esta solução, com o auxílio de uma pipeta Pasteur, entre a 

câmara de Neubauer e a lamínula, previamente limpas com álcool 70%. Realizou-se a 

contagem das células em microscópio óptico utilizando-se um aumento de 100 vezes. O 

cálculo da concentração de célula foi realizado de acordo com a Equação 4.5 (MADIGAN et 

al., 2004). 

 

1000×
retículos nº

diluição×
retículo do volume

1
 ×  totaiscélulas nº

 =L)(células/m células               (4.5) 

 

4.7 – Determinação do açúcar total 

 

 A determinação de açúcares redutores foi realizada pelo método de cromatografia de 

alta eficiência. O processo cromatográfico consiste na partição dos componentes de uma 

mistura entre a fase móvel e a fase estacionária.  

 A amostra foi diluída, filtrada e injetada no sistema cromatográfico marca Shimadzu 

modelo LC-20A Proninence, coluna SUPELCOGEL Ca, na qual os componentes são 

separados e detectados por refração de luz. A solução de arraste utilizada foi água deionizada, 

o fluxo de bomba 0,5 mL/min, temperatura do forno de 80ºC e volume de injeção de 20 

microlitros. Os valores obtidos foram calculados com o auxílio de uma curva padrão 

(Apêndice A). 
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4.8 – Determinação de Etanol 

 

 A dosagem de etanol foi feita pelo método espectrofotométrico do dicromato de 

potássio. Esse método se baseia na oxidação de uma mistura hidroalcoólica a ácido acético, 

pela reação com dicromato de potássio em meio ácido. A solução adquire uma tonalidade 

verde proporcional à concentração de álcool na amostra, possibilitando a leitura em 

espectrofotômetro (STECKELBERG, 2001). 

 Para a utilização deste método, é necessário que o álcool produzido esteja destilado. 

Para isto, colocava-se 25 mL do sobrenadante e 50 mL de água destilada em um balão 

volumétrico para destilação, que era interrompida quando eram recolhidos aproximadamente 

50 mL de destilado em um erlenmeyer. Este era então diluído na proporção de 1:25. 

Transferia-se 5 mL do destilado diluído para um tubo de ensaio e adicionava-se 2 mL de água 

destilada e 2 mL do reagente de cor. O tubo foi tampado e colocado por 30 minutos em 

banho-maria a 60±1°C, resfriado à temperatura ambiente, e, em seguida, o valor de 

absorbância era lido em espectrofotômetro a 600 nm. Os valores obtidos eram substituídos em 

uma curva padrão (Apêndice A). Utilizou-se água destilada ao invés da solução destilada 

diluída para confecção do branco. 

 

4.9 – Rendimento 

  

 O rendimento em grama de etanol por grama de açúcar total inicial (ATI) e por grama 

de açúcar total consumido ao final da fermentação, considerando o rendimento teórico de 

0,511 getanol/gART como 100%, foi determinado pelas Equações 4.6 e 4.7, respectivamente. 

 

100×
511,0×AT

CE
='Y

I

0S/P                                                                            (4.6) 

100×
511,0×)AT-(AT

CE
=Y

FI

S/P                               (4.7) 

Em que: 

Y’P/S0  = rendimento de etanol formado em relação aos açúcares totais iniciais (%); 

S/P
Y  = rendimento de etanol formado em relação aos açúcares totais consumidos (%); 
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CE = concentração de etanol (g/L) ao final da fermentação; 

ATI = concentração de açúcar total inicial (g/L); 

ATF = concentração de açúcar total residual (g/L). 

 

4.10 – Produtividade 

 

O cálculo da produtividade, em relação ao etanol produzido, é uma grandeza cinética 

que expressa a velocidade média de produção. Ao final da fermentação, a produtividade foi 

calculada pela Equação 4.10. 

t

CE
=P oltane                                  (4.10)  

Em que: 

etanolP  = produtividade do etanol (g/ L.h); 

CE  = concentração de etanol (g/L) ao final da fermentação; 

t  = tempo de fermentação (h)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

CAPÍTULO 5 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 – Testes preliminares 

 

 Os resultados obtidos nos experimentos realizados para verificar a melhor diluição e o 

tempo de hidrólise para os ácidos sulfúrico, clorídrico e nítrico estão representados nas 

Tabelas 5.1, 5.2 e 5.3 respectivamente. 

 

Tabela – 5.1 Resultados da diluição e tempo de hidrólise empregando H2SO4. 

Tempo (min) Diluição (g/g) ATI CE (g/L) AT F (g/L) YP/s Y’P/S0 

10 1:4 156,1 19,40 87,60 55,4 24,3 

10 1:3 207,2 23,90 117,90 52,4 22,6 

10 1:2 306,6 27,20 193,90 47,2 17,4 

20 1:4 156,1 35,80 54,80 69,2 44,9 

20 1:3 207,2 45,60 74,30 67,1 43,1 

20 1:2 306,6 55,80 145,80 67,9 35,6 

30 1:4  156,1 35,70 55,90 69,7 44,8 

30 1:3 207,2 46,40 77,1 69,8 43,8 

30 1:2 306,6 57,10 142,10 67,9 36,4 

40 1:4  156,1 35,50 55,40 69,0 44,5 

40 1:3  207,2 45,30 75,80 67,5 42,8 

40 1:2 306,6 56,90 143,90 68,4 36,3 

 CE - Concentração de Etanol ; YP/S – Rendimento em relação ao substrato consumido; AT I  - Açúcar total 

inicial; AT F  - Açúcar total residual ; Y’P/S0  - Rendimento em relação substrato inicial 
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Tabela – 5.2 Resultados da diluição e tempo de hidrólise empregando HCl. 

Tempo (min) Diluição (g/g) ATI CE (g/L) AT F (g/L) YP/S Y’P/S0 

10 1:4  155,7 21,9 80,8 57,2 27,5 

10 1:3  206,3 25,8 113,4 54,3 24,4 

10 1:2  310,2 30,4 191,2 50,0 19,2 

20 1:4  155,7 36,6 56,3 72,1 46,0 

20 1:3 206,3 47,3 77,1 71,6 44,9 

20 1:2  310,2 58,2 144,8 68,9 36,7 

30 1:4  155,7 35,9 58,3 72,1 45,1 

30 1:3 206,3 46,6 79,7 72,0 44,2 

30 1:2 310,2 59,3 143,3 69,5 37,4 

40 1:4  155,7 36,5 56,1 71,7 45,9 

40 1:3 206,3 46,9 76,7 70,8 44,5 

40 1:2  310,2 57,9 145,2 68,7 36,5 

 CE - Concentração de Etanol ; YP/S0  – Rendimento em relação ao substrato consumido; AT I  - Açúcar total 

inicial; AT F  - Açúcar total residual; Y’P/S0  - Rendimento em relação substrato inicial 

 

Tabela – 5.3 Resultados da diluição e tempo de hidrólise empregando HNO3. 

Tempo (min) Diluição (g/g) ATI (g/L) CE (g/L) AT F (g/L) YP/S Y’P/S0 

10 1:4  154,2 23,4 77,1 59,4 29,7 

10 1:3  205,3 27,9 108,9 56,6 26,6 

10 1:2  308,2 32,8 181,4 50,6 20,8 

20 1:4  154,2 40,7 45,4 73,2 51,7 

20 1:3  205,3 50,9 72,5 73,0 48,5 

20 1:2  308,2 60,6 135,6 68,7 38,5 

30 1:4  154,2 40,2 48,3 74,3 51,0 

30 1:3  205,3 51,7 68,3 73,8 49,3 

30 1:2  308,2 59,3 140,6 69,2 37,7 

40 1:4  154,2 39,7 48,4 73,4 50,4 

40 1:3  205,3 50,9 73,5 73,1 47,9 

40 1:2  308,2 60,9 135,9 69,2 38,7 

 CE - Concentração de Etanol ; YP/S – Rendimento em relação ao substrato consumido; AT F  - Açúcar total 

residual ; AT I  - Açúcar total inicial; Y’P/S0  - Rendimento em relação substrato inicial 
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 Analisando os resultados das Tabelas 5.1, 5.2 e 5.3, nota-se que a diluição que 

apresentou o maior rendimento de etanol foi a diluição 1:4 (g/g) para todos os tempos de 

hidrólise. Comparando os tempos percebe-se que após 20 min de hidrólise não se obtém um 

aumento significativo na resposta rendimento de etanol, sendo assim o tempo de hidrólise 

definido para os ácidos sulfúrico, clorídrico e nítrico foi de 20 min e a diluição 1:4 (g/g). 

 Segundo Letti (2007) o melaço de soja na concentração de 20 ºBRIX apresenta maior 

produção de etanol comparado à concentração de 30 ºBRIX. Uma redução na produção de 

etanol ocorre com o aumento da concentração do melaço de soja Essa redução pode estar 

relacionada à inibição do metabolismo pelo substrato e pela redução da atividade de água no 

melaço mais concentrado. 

 Definido o tempo de hidrólise e a diluição do melaço de soja realizou-se, para cada 

ácido estudado, uma cinética com o intuito de verificar qual o melhor tempo de fermentação. 

A cinética foi realizada nas seguintes condições de ensaio, pH de hidrólise 3, pressão absoluta 

de hidrólise 1,5 atm, diluição 1:4 (g/g), tempo de hidrólise 20 min, seguida da fermentação 

com concentração de inóculo 30 g/L± 0,2 g/L, pH de fermentação 4,5, temperatura de 35 ± 

0,5°C, agitação de 130 rpm. Alíquotas de 30 mL foram retiras para análises das respostas 

concentração de etanol e açúcar total residual a cada duas horas. Vale ressaltar que o estudo 

cinético foi realizado em 3 etapas: 0 horas à 6 horas, de 6 horas à 12 horas e de 12 horas à 16 

horas. 

 As Figuras 5.1, 5.2 e 5.3, obtidas pelo Origin Graph 8.0 mostram as cinéticas de 

fermentação para o ácido sulfúrico, para o ácido clorídrico e para o ácido nítrico em relação às 

respostas estudadas. 
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Figura. 5.1 – Evolução ao longo do tempo das concentrações de etanol (▲), açúcar total (■), 

celular (●) em relação ao tempo de fermentação para o ácido sulfúrico. 

 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

60

80

100

120

140

160

 AT

A
T

 (
g/

L
)

Tempo (h)

5x108

6x108

7x108

8x108

9x108

1x109

 C
él

ul
a 

(c
él

ul
as

/m
L

)

 Célula

0

5

10

15

20

25

30

35

40

 Etanol
 E

ta
no

l (
g/

L
)

AT  = açúcar total 

 
Figura. 5.2 – Evolução ao longo do tempo das concentrações de etanol (▲), açúcar total (■), 

celular (●) em relação ao tempo de fermentação para o ácido clorídrico. 
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Figura. 5.3 – Evolução ao longo do tempo das concentrações de etanol (▲), açúcar total (■), 
celular (●) em relação ao tempo de fermentação para o ácido nítrico. 

 
 Nota-se nas Figuras 5.1, 5.2 e 5.3 que ocorreu a produção de etanol nos instantes 

iniciais estabilizando a produção com 12 horas de fermentação  para o ácido nítrico e com 14 

horas para o ácido clorídrico e para o ácido sulfúrico. Para proporcionar uma maior produção 

de etanol e para que o micro-organismo não apresentasse um alto crescimento celular, o 

processo fermentativo foi conduzido com uma concentração celular inicial alta. Sendo assim, 

observa-se que a levedura não apresentou um elevado crescimento com o tempo. 

 Definidas as condições: de diluição do melaço (1:4), tempo de hidrólise (20 min) e 

tempo de fermentação de 12 horas para o ácido nítrico e de 14 horas para os ácidos clorídrico 

e sulfúrico, realizou-se o planejamento experimental para avaliar a influência do pH e da 

pressão absoluta de hidrólise. 

 

5.2 – Planejamentos experimentais visando a seleção dos ácidos estudados  

 

 Foram realizados 3 planejamentos fatoriais, um para cada tipo de ácido. As variáveis 

analisadas foram pH e pressão absoluta de hidrólise. As respostas avaliadas foram 

concentração de etanol e rendimento em relação ao substrato consumido e ao substrato inicial. 

 

5.2.1 – Planejamento fatorial a 3 níveis para H2SO4 
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 A partir do planejamento fatorial 32 foi possível verificar como o pH de hidrólise e a 

pressão absoluta de hidrólise afetam a produção de etanol. Assim, este planejamento foi 

realizado com a finalidade de selecionar a melhor condição que seria comparada com os 

outros planejamentos usando diferentes tipos de ácidos. A Tabela 5.4 apresenta os valores 

codificados e originais das variáveis de estudo e as respostas obtidas. Como variáveis foram 

estudados o pH de hidrólise (pH) e pressão de hidrólise (P). Estas duas variáveis 

independentes que afetam o desempenho da hidrólise e a concentração de etanol, sendo 

avaliadas nas faixas: pH (3 a 5) e pressão (1 a 2 atm). E como resposta avaliou-se a 

concentração de etanol (CE), açúcar total residual (ATF), o rendimento em relação ao açúcar 

total inicial (Y’p/s0) e o rendimento em relação ao açúcar total consumido (Yp/S). A partir 

desses resultados experimentais pôde-se traçar o perfil de concentração de etanol em função 

do pH de hidrólise e da pressão absoluta de hidrólise. 

 Observa-se na Tabela 5.4 que a concentração de açúcar total residual variou de 49,1 

g/L (experimento 5) a 90,6 g/L (experimento 7) e a concentração de etanol esteve entre 17,7 

g/L (experimento 7) e 39,9 g/L (experimento 5). Verifica-se também que os pontos centrais 

apresentaram uma variação pequena para todas as respostas indicando uma boa repetibilidade 

do processo (experimento 5, 10 e 11). 

 

Tabela 5.4 – Matriz do planejamento experimental fatorial 32 para H2SO4 valor real e 
codificado. 

Exp. 
X1(P) 

(atm) 
X2 (pH) 

ATI 

(g/L) 

ATF 

(g/L) 

CE 

(g/L) 
Yp/s Y’p/s0 

1 -1(1) -1(3) 154,4 80,1 21,6 57,0 27,4 

2 0(1,5) -1(3) 154,5 59,3 35,8 73,8 45,4 

3 +1(2) -1(3) 154,7 64,7 30,2 66,0 38,3 

4 -1(1) 0(4) 154,0 85,2 20,4 57,9 25,9 

5 0(1,5) 0(4) 154,1 49,1 39,9 74,3 50,6 

6 +1(2) 0(4) 154,5 57,6 33,7 68,3 42,8 

7 -1(1) +1(5) 153,6 90,6 17,7 54,5 22,5 

8 0(1,5) +1(5) 153,7 59,3 33,3 68,7 42,3 

9 +1(2) +1(5) 153,8 64,4 30,3 66,0 38,5 

10(C) 0(1,5) 0(4) 154,3 48,9 40,1 74,5 50,9 

11(C) 0(1,5) 0(4) 154,2 48,2 40,5 74,8 51,4 

CE - Concentração de Etanol ; YP/S – Rendimento em relação ao substrato consumido; AT F  - Açúcar total 

residual ; AT I - Açúcar total inicial; Y’P/S0  - Rendimento em relação substrato inicial 
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5.2.1.1 Rendimento de etanol 

  

 Analisando os dados apresentados na Tabela 5.4 e considerando que neste 

planejamento fatorial foi considerada uma área de rejeição de 5% em um teste de hipóteses t 

de Student e relacionando as variáveis independentes com a resposta rendimento de etanol, 

obteve-se o diagrama de Pareto (Figura 5.4). 
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Figura 5.4 – Diagrama de Pareto com variáveis estudadas para resposta rendimento de etanol. 

 

 A Figura 5.4 mostra que todas as variáveis influenciaram no rendimento de etanol. A 

pressão foi a variável que mais influenciou no rendimento de etanol. 

 A equação do modelo empírico ajustada para o rendimento de etanol em função das 

variáveis significativas é apresentada na Equação 5.1: 

 

Yp/s = 74,29 + 5,16 X1 – 10,88 X1
2 – 1,29 X2 – 2,69 X2

2                                                   (5.1) 

 

 O coeficiente de correlação (R2) obtido após o ajuste foi de 0,97, indicando que os 

resultados foram explicados pela equação empírica proposta com 97% da variabilidade dos 

dados. Pela análise dos coeficientes das variáveis isoladas na Equação 5.1, pode-se observar 

que a pressão absoluta de hidrólise (X1) contribui para o aumento da resposta rendimento de 

etanol.  

 O sinal positivo dos coeficientes X1 indica que um aumento na pressão absoluta de 

hidrólise proporciona um aumento no rendimento de etanol. A Tabela 5.4 confirma a 
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interpretação dada ao modelo. Esses resultados indicam uma boa concordância entre os 

valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos na Figura 5.5. 
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Figura 5.5 – Valores preditos em função dos observados relativos ao rendimento de etanol. 

 

 A Figura 5.6 mostra a distribuição dos resíduos. Percebe-se que a distribuição dos 

resíduos foi aleatória em torno de zero, o que indica normalidade para a resposta concentração 

de etanol. 
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 Figura 5.6 – Distribuição dos resíduos para a resposta rendimento de etanol. 

 

Como o modelo foi significativo, foi possível construir as superfícies de resposta e 

definir regiões de interesse. A Figura 5.7 ilustra a superfície de resposta e a curva de contorno 

em função de X1 e X2 para rendimento de etanol. 
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Figura 5.7 – Superfície de resposta e curva de contorno para a resposta rendimento de etanol 

em função do pH e da pressão. 

  

 Analisando a curva de contorno da Figura 5.7 definiu-se a faixa de pH de hidrólise e 

da pressão que maximizaram o rendimento de etanol. 

 A curva de contorno que representa o efeito da pressão em sinergismo com o pH de 

hidrólise (Figura 5.7) indica uma faixa aproximada de 1,5 a 1,7 atm para a maximização da 

resposta em questão. Da mesma forma que para a pressão, a partir da curva de contorno 

Figura 5.7, definiu-se a faixa do pH que maximiza o rendimento de etanol na região 

experimental trabalhada. A faixa aproximada do pH correspondente ao máximo da resposta 

encontra-se entre 3,3 e 4,4. 

 

5.2.1.2 Açúcar total residual 

 

 Analisando os dados apresentados na Tabela 5.4 e considerando que neste 

planejamento fatorial foi considerada uma área de rejeição de 5% em um teste de hipóteses t 

de Student e relacionando as variáveis independentes com a resposta açúcar total residual, 

obteve-se o diagrama de Pareto (Figura 5.8). 
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Figura 5.8 – Diagrama de Pareto com variáveis estudadas para resposta ATF. 
 

 A Figura 5.8 mostra que nem todas as variáveis influenciaram na concentração de 

açúcar total residual. A pressão absoluta de hidrólise foi a variável que mais influenciou na 

concentração açúcar total residual. 

 A equação do modelo empírico ajustada para a concentração de açúcar total residual 

em função das variáveis significativas é apresentada na Equação 5.2: 

 

ATF = 55,21 – 11,533 X1 + 18,97 X1
2 + 6,87 X2

2                                                                 (5.2) 

 

 O coeficiente de correlação (R2) obtido após o ajuste foi de 0,95, indicando que os 

resultados foram explicados pela equação empírica proposta com 95% da variabilidade dos 

dados. Pela análise dos coeficientes das variáveis isoladas na Equação 5.2, pode-se observar 

que o aumento na pressão absoluta (X1) contribui para redução da resposta ATF. A Tabela 5.4 

confirma a interpretação dada ao modelo. Esses resultados indicam uma boa concordância 

entre os valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos na Figura 5.9. 
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Figura 5.9 – Valores preditos em função dos observados relativos a ATF. 

 

A Figura 5.10 mostra a distribuição dos resíduos. Percebe-se que a distribuição dos 

resíduos foi aleatória em torno de zero, o que indica normalidade para a resposta ATF. 

Como o modelo foi significativo, foi possível construir as superfícies de resposta e 

definir regiões de interesse. A Figura 5.11 ilustra a superfície de resposta e a curva de 

contorno em função de X1 e X2 para ATF. 
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Figura 5.10 – Distribuição dos resíduos para a resposta ATF. 
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Figura 5.11 – Superfície de resposta e curva de contorno para a resposta ATF em função do 

pH e pressão. 

 

A curva de contorno que representa o efeito da pressão em sinergismo com o pH 

(Figura 5.11) indica uma faixa aproximada de 1,6 a 1,7 atm para a minimização da resposta 

em questão. Da mesma forma que para a pressão, a partir da curva de contorno da Figura 

5.11, definiu-se que o pH em torno de 4 minimiza a concentração de açúcar total residual na 

região experimental trabalhada.  

 

5.2.2 - Planejamento fatorial a 3 níveis para HCl 

 

Este planejamento foi realizado com a finalidade de selecionar a melhor condição que 

seria comparada com os outros planejamentos usando diferentes tipos de ácidos. A Tabela 5.5 

apresenta os valores codificados e originais das variáveis de estudo e as respostas obtidas para 

a concentração de etanol (CE), açúcar total inicial (ATI), açúcar total residual (ATF), o 

rendimento em relação ao açúcar total inicial (Y’p/s0) e o rendimento em relação ao açúcar 

total consumido (Yp/S). Como variáveis foram estudados o pH de hidrólise (pH) e pressão de 

hidrólise (P). Visando a comparação entre os ácidos o estudo foi feito na mesma faixa de pH e 

de pressão para o ácido sulfúrico e clorídrico. 

Observa-se na Tabela 5.5 que a concentração de açúcar total residual variou de 50,8 g/L 

(experimento 5) a 90,5 g/L (experimento 7) e a concentração de etanol esteve entre 18,4 g/L 

(experimento 7) e 40,9 g/L (experimento 5). Verifica-se também que os pontos centrais 
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apresentaram uma variação pequena para todas as respostas indicando uma boa repetibilidade 

do processo (experimento 5, 10 e 11). 

 

Tabela. 5.5 – Matriz do planejamento experimental fatorial 32 para HCl valor real e 
codificado. 

Exp. 
X1(P) 

(atm) 
X2 (pH) 

ATI 

(g/L) 

ATF 

(g/L) 

CE 

(g/L) 
Yp/s Y’p/s0 

1 -1(1) -1(3) 157,1 86,3 19,1 52,6 23,7 

2 0(1,5) -1(3) 157,3 59,5 36,3 72,6 45,1 

3 +1(2) -1(3) 157,6 67,5 29,8 64,9 37,1 

4 -1(1) 0(4) 156,9 87,7 19,4 54,5 24,1 

5 0(1,5) 0(4) 157,2 50,8 40,9 75,1 50,9 

6 +1(2) 0(4) 157,5 62,9 33,1 68,5 41,2 

7 -1(1) +1(5) 156,5 90,5 18,4 53,8 22,9 

8 0(1,5) +1(5) 156,7 57,1 36,2 70,6 45,0 

9 +1(2) +1(5) 156,9 54,2 33,9 64,3 42,1 

10(C) 0(1,5) 0(4) 157,3 51,1 41,1 75,7 51,1 

11(C) 0(1,5) 0(4) 157,4 50,4 41,5 75,9 51,6 

CE - Concentração de Etanol ; YP/S – Rendimento em relação ao substrato consumido; AT F  - Açúcar total 

residual ; AT I  - Açúcar total inicial; Y’P/S0  - Rendimento em relação substrato inicial 

 
5.2.2.1 Rendimento de etanol 

 Analisando os dados apresentados na Tabela 5.5 e considerando que neste 

planejamento fatorial foi considerada uma área de rejeição de 5% em um teste de hipóteses t 

de Student e relacionando as variáveis independentes com a resposta concentração de etanol, 

obteve-se o diagrama de Pareto (Figura 5.12). 
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Figura. 5.12 – Diagrama de Pareto com variáveis estudadas para resposta rendimento de 
etanol. 

 

 A Figura 5.12 mostra que nem todas as variáveis influenciaram na concentração de 

etanol. A pressão de hidrólise foi a variável que mais influenciou no rendimento de etanol. 

 A equação do modelo empírico ajustada para rendimento de etanol em função das 

variáveis significativas é apresentada na Equação 5.3: 

 

Yp/s = 75,27 + 6,13 X1 – 13,34 X1
2 – 3,24 X2

2                                                                (5.3) 

 

 O coeficiente de correlação (R2) obtido após o ajuste foi de 0,99.  O sinal positivo do 

coeficiente X1 indica que um aumento na pressão absoluta de hidrólise contribui para um 

aumento no rendimento de etanol. A Tabela 5.5 confirma a interpretação dada ao modelo 

comparando os experimentos 1 e 3. Esses resultados indicam uma boa concordância entre os 

valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos na Figura 5.13. 
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Figura 5.13 – Valores preditos em função dos observados relativos ao rendimento de etanol. 

 

A Figura 5.14 mostra a distribuição dos resíduos. Percebe-se que a distribuição dos 

resíduos foi aleatória em torno de zero, o que indica normalidade para a resposta rendimento 

de etanol. 

A Figura 5.15 ilustra a superfície de resposta e a curva de contorno em função de X1 e 

X2 para rendimento de etanol. 
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Figura 5.14 – Distribuição dos resíduos para a resposta rendimento de etanol. 
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Figura 5.15 – Superfície de resposta e curva de contorno para a resposta concentração de 

etanol em função do pH e pressão. 

A curva de contorno que representa o efeito da pressão em sinergismo com pH de 

hidrólise (Figura 5.15) indica uma faixa aproximada de 1,5 a 1,7 atm para a maximização da 

resposta em questão. Da mesma forma que para a pressão, a partir da curva de contorno da 

Figura 5.15, definiu-se a faixa de pH que maximiza o rendimento de etanol na região 

experimental trabalhada. A faixa aproximada da concentração do ácido correspondente ao 

máximo da resposta está entre 3,5 a 4,5.  

 

5.2.2.2 Açúcar total residual 

 

 Analisando os dados apresentados na Tabela 5.5 e considerando que neste 

planejamento fatorial foi adotado uma área de rejeição de 5% em um teste de hipóteses t de 

Student e relacionando as variáveis independentes com a resposta obteve-se o diagrama de 

Pareto (Figura 5.16). 
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Figura 5.16 – Diagrama de Pareto com variáveis estudadas para resposta ATF. 
 

 A Figura 5.16 mostra que somente a variável pressão de hidrólise influenciou na 

concentração de açúcar total residual. 

 A equação do modelo empírico ajustada para a concentração de açúcar total residual 

em função das variáveis significativas é apresentada na Equação 5.4: 

 

ATF = 53,78 – 13,31 X1 + 21,07 X1
2                                                                                     (5.4) 

 

 O coeficiente de correlação (R2) obtido após o ajuste foi de 0,92. Pela análise dos 

coeficientes das variáveis isoladas na Equação 5.4, pode-se observar que o aumento na 

pressão absoluta (X1) contribui para  redução da resposta ATF.  

 A Tabela 5.5 confirma a interpretação dada ao modelo. Esses resultados indicam uma 

boa concordância entre os valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos na Figura 

5.17. 
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Figura 5.17 – Valores preditos em função dos observados relativos a ATF. 

 

A Figura 5.18 mostra a distribuição dos resíduos. Percebe-se que a distribuição dos 

resíduos foi aleatória em torno de zero, o que indica normalidade para a resposta ATF. 

Como o modelo foi significativo, foi possível construir as superfícies de resposta e 

definir regiões de interesse. A Figura 5.19 ilustra a superfície de resposta e a curva de 

contorno em função de X1 e X2 para ATF. 
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Figura 5.18 – Distribuição dos resíduos para a resposta ATF. 
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Figura 5.19 – Superfície de resposta e curva de contorno para a resposta ATF em função do 

pH e pressão. 

 

A curva de contorno que representa o efeito da pressão em conjunto com o pH (Figura 

5.19) indica uma faixa aproximada de 1,6 a 1,7 atm para a minimização da resposta em 

questão. Pela Figura 5.19 nota-se que a variável pH não influência na resposta ATF; pode-se 

trabalhar com qualquer valor de pH dentro da faixa de pressão que terá a minimização da 

resposta em questão.  

 

5.2.3 - Planejamento fatorial a 3 níveis para HNO3 

 

Este planejamento foi realizado com a finalidade de selecionar a melhor condição que 

seria comparada com os outros planejamentos usando diferentes tipos de ácidos. A Tabela 5.6 

apresenta os valores codificados e originais das variáveis de estudo e as respostas obtidas para 

a concentração de etanol, açúcar total inicial, açúcar total residual , rendimento em relação ao 

açúcar total inicial e o rendimento em relação ao açúcar total consumido. Como variáveis 

foram estudados o pH de hidrólise e pressão de hidrólise. 

Observa-se na Tabela 5.6 que a concentração de açúcar total residual variou de 39,6 g/L 

(experimento 5) a 86,2 g/L (experimento 7) e a concentração de etanol esteve entre 18,7 g/L 

(experimento 7) e 45,5 g/L (experimento 5). Verifica-se também que os pontos centrais 

apresentaram uma variação pequena para todas as respostas indicando uma boa repetibilidade 

do processo (experimento 5, 10 e 11). 
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Tabela. 5.6 – Matriz do planejamento experimental fatorial 32 para HNO3 valor real e 
codificado. 

 Exp. 
X1(P) 

(atm) 
X2 (pH) 

ATI 

(g/L) 

ATF 

(g/L) 

CE 

(g/L) 
Yp/s Y’p/s0 

1 -1(1) -1(3) 156,3 79,8 21,9 56,1 27,4 

2 0(1,5) -1(3) 156,4 50,8 40,6 75,4 50,9 

3 +1(2) -1(3) 156,6 64,5 30,2 64,4 37,8 

4 -1(1) 0(4) 155,9 82,9 20,7 55,2 25,9 

5 0(1,5) 0(4) 156,2 39,6 45,5 76,4 57,0 

6 +1(2) 0(4) 156,4 47,5 37,8 68,1 47,3 

7 -1(1) +1(5) 155,7 86,2 18,7 52,2 23,4 

8 0(1,5) +1(5) 155,8 49,4 37,5 68,7 47,0 

9 +1(2) +1(5) 155,9 56,1 33,4 65,3 41,8 

10(C) 0(1,5) 0(4) 156,3 39,7 45,9 77,1 57,5 

11(C) 0(1,5) 0(4) 156,1 39,8 45,3 75,8 56,5 

CE - Concentração de Etanol ; YP/S – Rendimento em relação ao substrato consumido; AT F  - Açúcar total 

residual ; AT I  - Açúcar total inicial; Y’P/S0  - Rendimento em relação substrato inicial 

 

5.2.3.1 Rendimento de etanol 
 

 Considerando neste planejamento fatorial uma área de rejeição de 5% em um teste de 

hipóteses t de Student e relacionando as variáveis independentes com a resposta rendimento 

de etanol, obteve-se o diagrama de Pareto (Figura 5.20). 
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Figura 5.20 – Diagrama de Pareto para resposta rendimento de etanol. 
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 A equação do modelo empírico ajustada para o rendimento de etanol em função das 

variáveis significativas é apresentada na Equação 5.5: 

 

Yp/s = 76,14 + 5,51 X1 – 13,81 X1
2 – 3,36 X2

2                                                                (5.5) 

 

 O coeficiente de correlação (R2) obtido após o ajuste foi de 0,95. O sinal positivo do 

coeficiente X1 indica que um aumento na pressão absoluta de hidrólise contribui para um 

aumento no rendimento de etanol. Este fato pode ser confirmado comparando os 

experimentos 4 e 6 A Figura 5.21 apresenta os valores preditos em função dos observados 

para a produção de etanol. Nota-se nesta figura uma boa concordância entre os valores 

experimentais e previstos pelo modelo.  
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Figura 5.21 – Valores preditos em função dos observados relativos ao rendimento de etanol. 

 

 A Figura 5.22 mostra a distribuição dos resíduos. Percebe-se que a distribuição dos 

resíduos foi aleatória em torno de zero, o que indica normalidade para a resposta rendimento 

de etanol. 

 A Figura 5.23 ilustra a superfície de resposta e a curva de contorno em função de X1 e 

X2 para rendimento de etanol. 
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 Figura 5.22 – Distribuição dos resíduos para a resposta rendimento de etanol. 

 

 

Figura 5.23 – Superfície de resposta e curva de contorno para a resposta rendimento de etanol 

em função do pH e pressão. 

 Analisando a curva de contorno da Figura 5.23 definiu-se que a faixa de pH e da 

pressão que maximiza a concentração de etanol foram de 3,5 a 4,5 e de 1,5 a 1,7, 

respectivamente. 

 

5.2.3.2 Açúcar total residual 

 

 Através dos resultados apresentados na Tabela 5.6 e considerando um teste de 

hipóteses t de Student com uma área de rejeição de 5%, obteve-se o diagrama de Pareto 

representado pela Figura 5.24. 
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Figura 5.24 – Diagrama de Pareto com variáveis estudadas para resposta ATF. 
 

 A Figura 5.24 mostra que a pressão absoluta de hidrólise foi a variável que mais 

influenciou na concentração de açúcar total residual. 

 A Equação 5.6 representa a equação ajustada para o modelo empírico da resposta 

concentração de açúcar total residual em função das variáveis significativas. 

 

ATF = 40,53 – 13,46 X1 + 23,42 X1
2 + 8,32 X2

2                                                                   (5.6) 

 Analisando a equação tem-se que a variável pressão é inversamente proporcional à 

resposta estudada isto é um aumento na pressão proporciona uma redução na concentração de 

açúcar total residual. A Tabela 5.6 confirma a interpretação dada ao modelo.  

 Após o ajuste obteve-se um R2 de 0,95, indicando que os resultados foram explicados 

pela equação empírica proposta com 95% da variabilidade dos dados. Esses resultados 

indicam uma boa concordância entre os valores experimentais e previstos pelo modelo, 

expressos na Figura 5.25. 
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Figura 5.25 – Valores preditos em função dos observados relativos a ATF. 

 

 A Figura 5.26 mostra a distribuição dos resíduos. Percebe-se que a distribuição dos 

resíduos foi aleatória em torno de zero, o que indica normalidade para a resposta ATF. 

 Como o modelo foi significativo, foi possível construir as superfícies de resposta e 

definir regiões de interesse. A Figura 5.27 ilustra a superfície de resposta e a curva de 

contorno em função de X1 e X2 para ATF. 
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Figura 5.26 – Distribuição dos resíduos para a resposta ATF. 
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Figura 5.27 – Superfície de resposta e curva de contorno para a resposta ATF em função do 

pH e pressão. 

 

A superfície de resposta (Figura 5.27) mostra que existe um ponto de mínino e esse 

ponto esta compreendido numa faixa aproximada de 1,5 a 1,8 atm para a pressão e de 3,5 a 

4,5 para o pH.  

 

5.3 – Comparação entre os três ácidos testados 

 

 A Tabela 5.7 apresenta os melhores resultados obtidos nos planejamentos para cada 

ácido estudado. Pelas Tabelas 5.4, 5.5 e 5.6 verifica-se que os pontos centrais foram os que 

apresentaram melhores respostas para rendimento de etanol e para concentração de açúcar 

total residual para os três ácidos testados. Comparando os três pontos centrais de cada ácido 

percebe-se que o rendimento de etanol foi maior quando usou-se o ácido nítrico na hidrólise 

ácida do melaço de soja, sendo assim definiu-se o ácido nítrico para continuação do trabalho. 

 O rendimento de etanol pode ter sido afetado na hidrólise com H2SO4 pela formação 

de sulfito no meio. Segundo Amaral (2009) a concentração de sulfito interfere no rendimento 

de etanol. Já a hidrólise com HNO3 não afetou tanto a produção de etanol. Este fato pode estar 

relacionado à capacidade oxidante desse ácido que é maior comparada aos outros ácidos e 

provavelmente ao menor efeito inibitório do mesmo no processo fermentativo. 
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Tabela 5.7 – Resultados das melhores respostas para cada ácido testado. 

Ácido X1 (atm) X2 CE (g/L) AT F (g/L) YP/S Y’P/S0 

H2SO4 1,5 (0) 4 (0) 36,9 49,1 74,3 50,6 

HCl 1,5 (0) 4 (0) 40,9 50,8 75,1 50,9 

HNO3 1,5 (0) 4 (0) 45,5 39,6 76,4 57,0 

CE - Concentração de Etanol; YP/S – Rendimento em relação ao substrato consumido; AT F - Açúcar total 

residual; Y’P/S0 - Rendimento em relação substrato inicial 

 

5.4 - Reprodutibilidade do processo fermentativo nas melhores condições experimentais  

 

 O ensaio do processo foi realizado, com o intuito de verificar se ocorreria 

reprodutibilidade dos resultados apontados pelos modelos, quando empregadas as condições 

experimentais indicadas pela análise das superfícies de resposta e curvas de contorno. 

 Pela análise das superfícies de resposta e curvas de contorno, concluiu-se que a 

pressão absoluta de hidrólise deve estar entre 1,5 a 1,7 atm (Figura 5.23) para a resposta 

rendimento de etanol e para a resposta concentração de açúcar total residual, o pH de hidrólise 

deve estar entre 3,5 a 4,5 para as duas respostas avaliadas  

 Baseando-se nas faixas de interesse para as respostas avaliadas, e considerando-se 

critérios técnicos e econômicos definiu-se as condições para realização dos experimentos para 

validação, sendo o pH escolhido de 4,5 por ser o pH da fermentação não necessitando assim 

de correção ao final da hidrólise e a pressão de 1,5 atm. 

 Pela análise das superfícies de resposta e curvas de contorno apresentadas pelo 

Software Statistica 7.1 no item 5.2.3 definiu-se a condição ótima a ser reproduzida 

experimentalmente: utilizou-se pressão absoluta de hidrólise de 1,5 atm, pH de hidrólise 4,5. 

O teste de reprodutibilidade foi realizado com velocidade de agitação 230 rpm, concentração 

inicial do inóculo 30 ± 0,2g/L, pH 4,5, pressão 1,5 atm, diluição 1:4, tempo de hidrólise 20 

min, tempo de fermentação 12 horas. A Tabela 5.8 apresenta a comparação dos resultados 

obtidos na condição selecionada com base nas superfícies de resposta usando os modelos 

(equações 5.5 e 5.6) encontrados para as resposta avaliada e os resultados experimentais. 

 
Tabela 5.8 – Resultados dos modelos e dos experimentos na condição otimizada. 

 Yp/s ATF (g/L) 

Modelo 75,3 42,61 

Experimento 76,1 ± 0,2 41,2 ± 0,8 

AT F - Açúcar total residual; YP/S - Rendimento em relação ao  substrato consumido 
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 Os valores obtidos pelo experimento e o modelo estão bastante próximos, o que indica 

que houve reprodutibilidade dos resultados tanto em termos de rendimento de etanol quanto 

de concentração de açúcar total residual. 

 

5.5 – Análise da influência da concentração de inóculo no rendimento de etanol 

 

 A Tabela 5.9 mostra os resultados obtidos para concentração de etanol em relação à 

variação da concentração de levedura no meio fermentativo. A Tabela 5.9 mostra os 

resultados para a pressão absoluta de 1,5 atm. 

 

Tabela 5.9 – Resultados dos experimentos variando a concentração de inóculo para pressão 
de 1,5 atm. 

Concentração de inóculo 

(g/L)  
ATI (g/L) ATF (g/L) CEF (g/L) Yp/s Y’p/s0 

25 156,7 47,5 38,9 69,7 48,6 
30 156,7 37,1 43,7 71,5 54,6 
35 156,7 42,9 47,3 81,3 59,1 
40 156,7 42,2 47 80,3 58,7 
45 156,7 43,4 46,2 79,8 57,7 

 

 Analisando os valores apresentados nas Tabelas 5.9  nota-se que não houve aumento 

significativo no rendimento para um concentração acima de 35 g/L de inóculo, sendo assim 

definiu-se a concentração de 35 g/L como a condição ótima.  

 

5.6 - Cinética para avaliar o melhor tempo de fermentação no reator, empregando 

condições otimizadas para o ácido nítrico 

 

 O ensaio realizado no reator teve o intuito de verificar qual o melhor tempo de 

fermentação no reator, após otimização do processo em relação as variáveis pressão de 

hidrólise, pH de hidrólise e concentração de inóculo, para as respostas concentração de açúcar 

total residual (ATF) e rendimento de etanol (Yp/s). A cinética foi realizada nas condições 

otimizadas anteriormente com a concentração inicial de micro-organismo 35 ± 0,2 g/L, pH 

4,5, temperatura de 35 ± 0,5°C, com agitação de 230 rpm e um volume de inóculo de 30% do 

volume total do meio. Alíquotas de 30 mL foram retiras para análises das respostas de duas 

em duas horas. 



 

 

62 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

 A Figura 5.28, obtida no Origin Graph 8.0 mostra a cinética de fermentação em 

relação ao consumo de açúcar total, produção de etanol e crescimento celular. 
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Figura. 5.28 – Evolução ao longo do tempo das concentrações de etanol (▲), açúcar total (■), 
celular (●) em relação ao tempo de fermentação para o ácido nítrico nas condições 

otimizadas. 
 

 Nota-se na Figura 5.28 que a concentração de etanol aumenta de forma significativa 

nas primeiras horas de fermentação, sendo que após 14 horas de fermentação a produção de 

etanol permaneceu constante e o consumo de açúcar total sofreu uma pequena redução. O 

rendimento em relação a concentração de açúcar total consumido (Equação 4.7) foi de 78 % e 

a produtividade 3,57 g/ L.h. O crescimento celular foi muito pequeno (variando de 5,2·108 

célula/mL até 1,2·109 célula/mL) o que já era esperado pois a fermentação foi iniciada com 

uma alta concentração celular. 

 Assim adotou-se o tempo de 14 horas para a fermentação alcoólica do melaço de soja 

hidrolisado com ácido nítrico. 

 Machado (1999) obteve uma concentração de etanol do hidrolisado ácido do melaço 

empregando ácido sulfúrico de 33,9 g/L partindo de uma concentração de açúcar total de 

114,6 g/L, com um tempo de fermentação de 34 horas. Segundo Machado (1999), o processo 

de hidrólise ácida do melaço disponibiliza uma grande quantidade de açúcar redutor, mas o 

substrato não apresenta conversão maior que a do melaço de soja aditivado com MgSO4. 
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 Letti (2007) realizou uma hidrólise ácida do melaço de soja empregando os ácidos 

sulfúrico, clorídrico e fosfórico seguida de uma fermentação empregando Zymomonas 

mobilis.  A concentração de etanol foi de aproximadamente 28 g/L, não apresentando 

diferença significativa entre os ácidos testados com uma concentração média de açúcar total 

de 90 g/L. 

 Siqueira (2007) relatou que o uso da hidrólise ácida no melaço de soja proporciona um 

aumento de 17% na produção de etanol referente ao açúcar total e que o uso da hidrólise 

enzimática proporciona um aumento de 20%. 

 Pavlak et al. (2011) avaliou a produção de etanol através do hidrolisado enzimático do 

mosto de batata-doce obtendo para uma concentração de 12 ºBrix um rendimento em relação 

ao teórico 0,511 de 97,5 % durante 36 horas de fermentação utilizando a linhagem PE-2 em 

um processo batelada. 

Arasaratnam et al. (1993) verificou que o rendimento de etanol diminuía com o 

aumento da concentração do substrato, sendo o rendimento encontrado de 76% para uma 

concentração inicial de 16 % de hidrolisado de amido de milho, e de 50,2 % para uma 

concentração de 40%.  

Entretanto, do ponto de vista econômico o ideal é obter altas concentrações de etanol 

com baixos custos do processo de destilação e com o uso de concentrações iniciais de 

substrato mais altas, possibilitando que o volume de reator necessário seja menor (BARAS, 

2002). 

Mojovic´ et al. (2006), estudou as condições de hidrólise do amido de milho avaliando 

dois tipos de enzima realizando após a hidrólise uma fermentação com Saccharomyces 

cerevisiae. O rendimento obtido após 32 horas de fermentação foi de 81,6 % com uma 

concentração inicial de amido de milho antes da hidrólise de 17,5 % (w/w). 

Na fermentação utilizando como substrato o melaço de beterraba Razmovski et al. 

(2011) obteve um rendimento de 96% em cima do teórico com 24 horas de fermentação para 

uma concentração inicial de 130 g/L de açúcar redutor utilizando a técnica de imobilização de 

levedura. 

Quando se considera o substrato formado de sacarose, juntamente com pequenas 

porcentagens de glicose e frutose, como na indústria brasileira de etanol, o açúcar é definido 

como açúcar redutor total (ART) e o rendimento estequiométrico da fermentação é 0,511 g de 

etanol por grama de ART. Quando o rendimento estequiométrico é calculado com base na 

sacarose o valor do mesmo é 0,538 g de etanol por grama de sacarose. Na prática industrial o 

rendimento da fermentação alcoólica bem conduzida atinge de 90 a 92% do rendimento 
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estequiométrico, havendo um consumo de açúcar para formação de biomassa celular e 

subprodutos. Se ocorrer contaminação acentuada do meio, este rendimento é ainda menor 

(LIMA, BASSO e AMORIM, 2001). 

O etanol representa o produto principal da fermentação alcoólica e pode alcançar 

concentrações de até 12 a 14% v/v em fermentação normal. O gás carbônico, segundo produto 

da fermentação alcoólica, tem um rendimento de 0,4 a 0,5 gramas de CO2 por grama de 

açúcar degradado consumido (BARRE et al., 2004).  

Segundo Viegas (2003), uma unidade de fermentação contínua convencional, ou seja, 

que utiliza separadoras centrífugas e células de leveduras não floculantes, geralmente opera 

com rendimento de 87% e produtividade de 7,9 getanol/L.h quando melaço é utilizado como 

matéria-prima. Os resultados obtidos nesse trabalho para a produção de etanol, quando 

comparado com os obtidos com melaço de cana, apresentaram valores inferiores. Mas não 

apresentou resultados inferiores quando comparados com substratos diferente do caldo de 

cana. Sendo assim este substrato merece estudos mais aprofundados, pois a tecnologia da 

fermentação alcoólica utilizando cana já é bem madura, e com aplicação industrial a mais de 

30 anos. Vale ressaltar, que a levedura utilizada foi desenvolvida para a produção de etanol 

empregando como matéria prima caldo de cana de açúcar. Além disso, o hidrolisado obtido é 

constituído de um conjunto de açúcares e outros compostos que provavelmente interferiram 

no processo metabólico da levedura.  

 

5.7 – Retirada de etanol utilizando Evaporador Rotativo 

 

 A finalidade dos experimentos realizados usando o evaporador rotativo era de realizar 

a fermentação com uma menor diluição do substrato obtendo um maior rendimento de etanol. 

Realizou-se três fermentações consecutivas sendo que após a primeira fermentação parte do 

etanol produzido foi retirado através do evaporador rotativo e colocou-se o caldo resultante 

para fermentar novamente. A Tabela 5.10 mostra os resultados obtidos em cada fermentação e 

evaporação. 
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Tabela. 5.10 – Resultados dos experimentos usando evaporador rotativo. 
Exp. ATI (g/L) ATF (g/L) CEI (g/L) CEF (g/L) Yp/s Y’p/s0 

1º fermentação 312,8 150,9 0 61,8 74,8 38,7 

Após 1º evaporação 150,9 238,4 61,8 22,7 - - 

2º fermentação 166,9 70,2 15,8 53,3 75,9 44,0 

Após 2º evaporação 70,2 87,7 53,3 23,6 - - 

3º fermentação 60,5 24,2 16,3 25,8 51,2 30,7 

CEI - Concentração de Etanol  inicial ; CEF - Concentração de Etanol final;YP/S – Rendimento em relação ao 

substrato consumido; AT F - Açúcar total residual; AT I  - Açúcar total inicial; Y’P/S0  - Rendimento em relação 

substrato inicial 

 

 Analisando os resultados mostrados na Tabela 5.10 percebe-se que após a retirada do 

etanol o caldo volta a ser fermentado novamente pelas leveduras, viabilizando o consumo do 

açúcar residual em fermentações consecutivas. Observa-se que os rendimentos obtidos na 

segunda fermentação foram superiores aos da primeira fermentação. Este fato pode indicar 

uma pequena inibição devido à alta concentração de açúcar na primeira fermentação. Nota-se 

também que na terceira fermentação o rendimento diminui sensivelmente. Este 

comportamento pode estar relacionado às inibições devido aos subprodutos produzidos nos 

processos fermentativos anteriores. Segundo BOBBIO et al. (2001) em temperaturas elevadas 

ocorrem duas transformações químicas envolvendo os carboidratos, sendo elas a reação de 

Maillard com degradação de Strecker e a caramelização, ocorrendo a degradação do 

carboidrato e formando compostos voláteis. As reações de Maillard podem produzir 

compostos como o acetaldeído, o benzaldeído, o formol e o aldeído lático. A caramelização 

pode produzir ácido fórmico, acético, hidroximetilfurfural que inibe o processo fermentativo. 

 Estes resultados indicam que o uso de uma diluição menor (1:2) do hidrolisado ácido 

do melaço de soja torna-se viável diminuindo assim o volume de água na diluição 

consequentemente uma redução na energia na parte de destilação e de resíduo gerado ao final 

da fermentação. 

 Navarro et al. (2000) estudou o reciclo da vinhaça no processo fermentativo com o 

intuito de diminuir a quantidade de água utilizada na diluição do caldo de cana, considerando 

que a quantidade de água necessária para a preparação do meio de fermentação em indústria 

de produção de etanol é  cerca de 77% do total utilizado na indústria. A reutilização da 

vinhaça reduz-se 60% a 46,2% a quantidade de água necessária sendo a proporção de 60 % da 
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vinhaça o ideal, mantendo a concentração de compostos indesejáveis abaixo do nível de 

toxidade e viabilizando a produção de etanol sem inibição. 

  A concentração total de etanol obtida nas três fermentações foi de 108,8 g/L 

apresentando um rendimento total em relação ao substrato consumido de 73,8%. Percebe-se 

que não houve remoção de todo o etanol do fermentado iniciando a segunda fermentação e a 

terceira com uma quantidade de etanol no meio. O ideal, para aumentar a produtividade, seria 

retirar todo o etanol na primeira evaporação para necessitar somente de duas fermentações. O 

rendimento de etanol pode ser aumentado com a utilização de processos que promovam a 

maior retirada de etanol como o uso de um sistema flash, com a reutilização da levedura e 

com a otimização das condições para essas fermentações consecutivas a partir de melaço de 

soja com concentrações iniciais do substrato mais elevadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

CAPÍTULO 6 

CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

 

 

6.1 - Conclusões 

 

 A partir dos resultados foi possível observar que o melaço de soja apresenta um 

potencial para a produção de etanol sendo que: 

 

• A diluição 1:4 do melaço de soja com um tempo de hidrólise de 20 min apresentou 

melhor rendimento para todos os ácidos estudados; 

 

• Os pontos centrais pH (4) e pressão absoluta de hidrólise (1,5 atm) foram os que 

apresentaram maior rendimento de etanol e menor concentração de açúcar total 

residual para todos os ácidos;  

 

• O ácido que obteve uma produção maior de etanol foi o ácido nítrico; 

 

• Nas melhores condições selecionadas pela técnica de superfície de respostas para as 

variáveis pH (4,5) e pressão absoluta de hidrólise (1,5 atm), com ácido nítrico  

produziu-se 50,1 g/L de etanol, com um rendimento de etanol em relação ao açúcar 

total inicial de 60% e um rendimento de etanol em relação ao açúcar total consumido 

de 78% , com uma produtividade de 3,57 g/ L.h; 

 

• O tempo de fermentação na condição ótima foi de 14 horas; 

 

• O uso do evaporador rotativo mostrou-se eficiente para o uso do melaço em uma 

menor diluição. 

 

 

6.2 - Sugestões para trabalhos futuros 
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• Testar a viabilidade de utilizar reciclo de levedura; 

 

• Montar um sistema com separação Flash e/ou de destilação extrativa para a retirada de 

etanol do meio fermentativo e, assim, possibilitar a utilização de melaços mais 

concentrados. Avaliar o uso do melaço de soja em processos fermentativos com caldo 

de cana; 

 

• Avaliar a fermentação do melaço de soja com outras variedades de cepas; 

 

• Realizar experimentos avaliando mais pontos de pressão e pH; 

 

• Comparar a hidrólise ácida com a hidrólise enzimática; 

 

• Avaliar por meio de modelagem a obtenção de parâmetros para os estudos cinéticos 

realizados. 
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APÊNDICE A 

 

 

CURVAS DE CALIBRAÇÃO 

 

A.1 - Curva de calibração para concentração de galactose 
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A.2 - Curva de calibração para concentração de rafinose 

y = 4,693E-06x
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A.3 - Curva de calibração para concentração de frutose 

 

y = 3,398E-06x
R² = 9,990E-01

0

2

4

6

8

10

12

0,0E+0 2,0E+6 4,0E+6

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
(g

/L
)

Área

Concentração 
Frutose (mg/mL)

 

A.4 - Curva de calibração para concentração de glicose 
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A.5 - Curva de calibração para concentração de estaquiose 
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A.6 - Curva de calibração para concentração de sacarose 

 

y = 4,138E-06x
R² = 9,938E-01
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A.7 - Curva de calibração para concentração de etanol 

y = 1,566E+01x
R² = 9,973E-01
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