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RESUMO

A Agroindustria do cultivo do Oleo de Palma gera anualmente milhdes de toneladas de
biomassa solida, dentre estas se destacam os troncos. A seiva contida na regido central
possui maior concentracdo de acguUcares fermentesciveis, tornando-se matéria-prima
alternativa para producdo de co-produtos como: xarope, bioetanol e bebida alcodlica
fermentada. Diante disto, o objetivo da pesquisa foi 0 estudo cinético da seiva do tronco
do Oleo de Palma para possivel elaboracdo de uma bebida fermentada dentro dos
padrbes alcodlicos exigidos pela legislagéo brasileira. Apresentando a seiva bruta: teor
de umidade de 96,07%, teor de cinzas de 0,78%, pH 5,65, acidez titulavel de 2,64%,
massa especifica de 1,02 glcm®, °Brix de 8,03, concentracdo de aclcares totais e
redutores de 55,89 g/L e 32,71 g/L, respectivamente. Para a realizacdo das cinéticas
ajustaram-se as condi¢cdes da seiva bruta, através do processo de evaporacdo por
concentracdo, apresentando apés tratamento: 14°Brix, pH 4,0, acUcares totais e
redutores de 72,51g/L e 55,89 g/L, variando-se apenas a concentracdo de células
iniciais (2,0, 3,5 e 5,0 g/L). A andlise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca
significativa entre os teores alcodlicos obtidos. Apresentando o in6culo com 5,0 g/L os
melhores parametros cinéticos de conversao do substrato em células (Yys 0,10), do
substrato em produto (Yes 0,41), eficiéncia (77,87%), produtividade (1,72 g.L™/h™),
umax (0,07h™) e percentual de EtOH (3,50 °GL (%V/v)).

Palavras-chave: Residuos, Concentracao de células, Bebidas alcodlicas fermentadas.



ABSTRACT

The palm oil agro-industry generates millions of tons of solid biomass, among which
trunks stand out. The sap contained in the central region has the highest concentration
of fermentable sugars, making it an alternative raw material for the production of co-
products such as syrup, bioethanol and fermented alcoholic beverages. Therefore, the
objective of the research was the kinetic study of the palm oil trunk sap for possible
elaboration of a fermented beverage within the alcoholic standards required by Brazilian
legislation. Introducing the raw sap: moisture content of 96.07%, ash content of 0.78%,
pH 5.65, titratable acidity of 2.64%, specific mass of 1.02 g/cm?®°Brix of 8,03,
concentration of total and reducing sugars of 55.89 g/L and 32.71g/L, respectively. To
carry out the kinetics, the conditions of the crude sap were adjusted, through the process
of evaporation by concentration, after treatment: 14 °Brix, pH 4.0, total and reducing
sugars of 72.51 g/L and 55.89 g/L, varying only the concentration of initial cells (2.0, 3.5
and 5.0 g/L). A statistical analysis that there was no explained difference between the
alcohol levels obtained. Presenting the inoculum with 5.0 g/L the best kinetic parameters
for conversion of substrate into cells (Yxs 0.10), substrate into product (Yps 0.41),
efficiency (77.87%), productivity (1.72 g.L"%/h™), umax (0.07 h™) and percentage of EtOH
(3.50 °GL (% V/v)).

Keywords: Residues, Cell concentration, Fermented beverages, Alcohol content.
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1 INTRODUCAO

Originada da Africa ocidental o dendezeiro, dendé ou Oleo de Palma (Elaeis
guineensis Jacq), é a palmeira oleaginosa de maior produtividade no mundo. Sua
cultura produz frutos em cachos de onde podem ser extraidos dois tipos de 6leos, com
composicdes distintas. Da prensagem do mesocarpo do fruto obtém-se o Oleo de
Palma, muito utilizado na industria alimenticia, € das améndoas o 6leo de palmiste, que
tem grande aplicacdo na area cosmética e farmacéutica (KOK et al., 2011; BERGMANN
etal., 2012).

O cultivo do Oleo de Palma gera anualmente milhdes de toneladas de biomassa
sélida. Dentre estas se destacam o0s troncos, que apos replantio das mudas séo
descartados ou queimados no meio ambiente. Como forma de reduzir a geracao de
residuo a utilizacdo destes pode torna-se alternativa para agroindustria, pois sao
considerados potencias poluidores € sua minimizacdo é cada vez mais desejada no
contexto atual onde se busca uma produgcdo “mais limpa” (SUKIRI et al., 2014,
SHAHIRAH et al., 2015; LAI, et al.,2016).

Vinho e cerveja sdo as bebidas alcodlicas que mais se tem relato no decorrer
da histéria da civilizacdo humana. O mosto das frutas, por serem substratos ricos em
acucares, é utilizado pelas leveduras, principalmente, Saccharomyces cerevisiae,
para a elaboracdo de fermentados com diversos sabores. O metabolismo dessas,
nao é responsavel somente pela producdo de etanol (EtOH) mais pela formacédo de
compostos aromatizantes que dao as bebidas aromas especificos (PAULA VALIM et
al., 2016).

A seiva contida na regido central dos troncos tem sido utilizada em alguns
paises como matéria-prima alternativa para obtencéo de co-produtos como bioetanol
e bebidas alcodlicas fermentadas, devido a presenca de acucares fermentesciveis
na sua composicao (YAMADA et al., 2010; KOSUGI et al., 2010; MURATA et al.,
2013; NORHAZIMAH e FAIZAL, 2014;SZYMONA et al., 2014).

No Brasil a denominacédo de vinho é exclusivamente para bebidas originadas da
fermentacédo alcodlica completa ou parcial da uva, com um minimo contetudo em alcool
de 7% (v/v) (Brasil, 1988). Qualquer fruto ou partes de vegetais que contenham
acUcares como substrato, para as a nutricdo das leveduras, podem ser utilizados como
matéria-prima para elaboracdo de bebidas alcodlicas fermentadas, com teor minimo

alcodlico superior a 0,5% (v/v) e inferior a 54% (v/v) a 20°C (Brasil, 2009).
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A cinética do processo fermentativo estuda a velocidade de transformagéo do
substrato em produto, em fungcéo do tempo de fermentacdo, bem como a influéncia
de fatores fisicos (temperatura), quimicos (pH ) e microbioldgicos (concentracdo de
microrganismos). Os fatores de conversdo do substrato em célula (Yys) e do substrato
em produto (Ypss), eficiéncia (%), produtividade e velocidade especifica de crescimento
sdo importantes, pois através destes pode-se analisar os parametros de melhores
resultados sobre o processo (Ghosh et al.,2012).

Apesar da grande popularidade em alguns continentes, a bebida alcodlica
fermentada da seiva do tronco do Oleo de Palma ainda ndo é explorada no Brasil.
Porém, nos paises de maior consumo o processo de obtencao ainda é rastico, sem as
devidas condicdes de higiene e controle do processo fermentativo (STRINGINI et al.,
2009 ;ORTEGA e ZONA, 2013).

Deste modo, 0 objetivo da pesquisa foi a realizacdo de um estudo cinético,
utilizando a seiva do tronco do Oleo de Palma, para possivel elaboracdo de uma bebida
alcodlica fermentada dentro dos limites exigidos pela legislacéo brasileira, como forma

de minimizar os residuos de biomassa de troncos gerados apos replantio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o processo fermentativo da seiva do tronco do Oleo de Palma para
possivel elaboracdo de uma bebida alcodlica fermentada.

2.2 Objetivos Especificos

— Avaliar as caracteristicas fisicas, fisico-quimica e microbiolégica da seiva

natural;

— Avaliar a cinética com diferentes concentracfes de Células;

— Avaliar os parametros cinéticos de conversdo do substrato em células
(Yws), do substrato em produto (Yps), eficiéncia, produtividade e
velocidade especifica de crescimento (umax), referentes ao percentual
de etanol obtido;

—  Avaliar a possibilidade de elaboragéo da bebida alcodlica fermentada de
acordo com o teor de etanol exigido pela legislagdo vigente.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PRODUCAO DO OLEO DE PALMA

Malasia e Indonésia, atualmente, sio os maiores produtores de Oleo de Palma
correspondendo a mais de 85% da producéao mundial. O Brasil apresenta condi¢cbes e
climas favoraveis para essa cultura, estima-se que o Pais tenha cerca de 70 milhdes de
hectares de terra destinados ao plantio. No entanto, a producdo ainda é baixa se
comparado com os principais produtores (BERGMANN et al.,2012; LUDIN et al.,2014;
KUSS et al.,2015; MONTEIRO DE CARVALHO et al., 2015).

Dentro do cenério nacional destaca-se o estado do Para com mais de 95% da
producao, seguido do estado da Bahia. Apds a producéo em cachos, em média de 2,5
a 3,0 anos, o Oleo de Palma inicia-se seu ciclo de exploracio comercial que dura em
torno de 20 a 25 anos. Durante este periodo ocorre o replantio, cuja finalidade € manter
a oOtima producédo agroindustrial, gerando grande quantidade de residuos solidos. Um
hectare de plantacdo pode produzir de 50 a 70 toneladas de residuos de biomassa
(Cachos dos frutos vazios, cascas, fibras e troncos). (NOPARAT, PRASERTAN e
THONG, 2012; FAISAL; MAHIDIN, 2013).

Grande parte dos troncos derrubados é descartado até decomposicdo ou
gueimados no meio ambiente. A seiva contida na regido central contém elevadas
concentracfes de acucares fermentesciveis tornando matéria-prima para producéo
de co-produtos como aclUcar de palma, bebida alcodlica fermentada e bioetanol
(YAMADA et al.,2010: KOSUGI et al., 2010;; MURATA et al., 2013: NORHAZIMAH E
FAIZAL.,2014; SZYMONA et al.,2014)

3.1.1Tronco

O tronco do Oleo de Palma (Figura 1) é composto por celulose, hemicelulose e
lignina, sendo um recurso de biomassa bastante importante podendo ser utilizado na
geracdo de produtos como fertilizantes e bioplasticos (LAI, et al.,2016; SUKIRI et al.,
2014). Devido ao seu alto teor de umidade é pouco aproveitado a nivel industrial,
apenas uma pequena porcentagem é utlizada na fabricagdo de compensados
(SHAHIRAH et al.,2015).
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Figura 1 - Tronco do Oleo de Palma cortado em disco

= " - : =7 e

Fonte: Do autor (2018).

3.1.2 Seiva

A seiva natural das palmeiras caracteriza-se por ser doce, translicida, com
pH quase neutro e isenta de micro-organismos, enquanto fluir do vegetal. No
entanto, a partir do instante em que se encontra em condi¢cdes ambientais torna-se
um meio propicio para o crescimento microbiano devido a presenca de aglcares na
sua composicdo (glicose, frutose, galactose e sacarose) (GUPTA, JAIN e
SHANKER, 1980; NAKNEAN, JUTASUKOSOL e MANKIT, 2015; YAMADA et.,
2010).

A quantidade de acucares difere de acordo com as regifes. Segundo Yamada
et al. (2010) e Adela e Loh (2015) a regido interna do tronco apresenta maior
concentracdo de acUcares, comparada as partes intermediarias e externa, sendo a
glicose em maior concentragéo.

Kosugi et al.(2010) estudaram a seiva do tronco do Oleo de Palma para a
producédo de etanol e &cido lactico e obtiveram como resultado que a concentracdo de
acUcares também difere entres as regides do tronco, com maior concentracdo, 98,1g/L,

encontrada na parte interna.
3.2 CONCENTRACAO POR EVAPORACAO
O uso do calor na conservagdo de alimentos tem como objetivo principal a

eliminagdo ou reducdo da carga microbiana e a inativacdo de enzimas que s&o

responsaveis pelas alteracdes sensoriais. A concentracdo ou evaporacao € um
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método baseado na remoc¢ado de umidade (30% a 60%) e diminuicdo da atividade de
agua (CARDOSO E RUBENSAM, 2011).

Nas industrias de alimentos utiliza-se a evaporagcdo para concentracao de
produtos como leites condensados, sucos de frutas, extratos de tomate, polpas e
doces. Ao final do processo obtém-se uma massa homogénea e concentrada com
aumento dos solidos totais da sua composi¢do. O uso de temperaturas baixas (60 a
65°C) reduz as mudancas nas caracteristicas sensoriais como cor e aroma dos
produtos e a remocao da agua promove a conservacao, devido a reducdo da carga
microbiana (ORDONEZ et al., 2005).

3.3 FERMENTACAO

A fermentacdo € um processo natural realizado por diferentes micro-
organismos que em condi¢Bes anaerdbias liberam energia mediante a degradagao
do substrato, auxiliado pela acdo de enzimas, com a formacdo de subprodutos. A
energia liberada neste processo é acumulada na forma de ATP (adenosina
trifosfato). E considerado um método antigo de preservacdo de alimentos que
permanece até os dias atuais, onde leveduras e bactérias sdo 0s micro-organismos
mais utilizados e as fermentacBes alcodlicas, lacticas e acéticas sdo as mais
importantes (MADIGAN et al., 2012; TORTORA, FUNKE E CASE, 2012; VARELA,
2016).

As leveduras Saccharomyces sd0 0s micro-organismos mais indicados para a
fermentacao, principalmente para a producao de etanol, devido a boa capacidade
fermentativa, tolerdncia ao meio alcodlico e capacidade de crescer rapidamente em
condicBes anaerdbias A fermentacdo depende de fatores fisicos (temperatura),
quimicos (oxigenacdo, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbiolégicos
(linhagem, concentracdo de levedura e contaminacdo bacteriana) (DASH et al.,
2015).

A temperatura controla o metabolismo das leveduras e acima dos valores
requeridos podem afetar o processo, causando enfraguecimento das células ou criando
condicbes para a proliferacdo de outros micro-organismos ou ainda perdas de alcool
por evaporagdo. Ja temperaturas abaixo das indicadas diminuem a atividade das

leveduras. Na producéo de etanol as temperaturas consideradas 6timas situam-se na
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faixa entre 26 a 35 °C (CARDOSO, 2006; CAETANO e MADALENO, 2011: GHOSH,
CHAKRABORTY e RAYCHAUDHURI, 2012).

O pH pode estimular ou inibir a atividade das células microbianas. Os micro-
organismos atuam nos pH entre 2,2 e 8,0. Para espécie de levedura Saccharomyces
cerevisiae 0 pH considerado ideal deve apresentar valor em torno de 4,0 a 4,5
(PELCZAR, CHAN e KRIEG, 1996; LIMA et al., 2001). Madigan et., al(2012) relatam
valores de pH entre 3,0 e 10,5, sendo que para leveduras o pH 6timo situa-se abaixo
de 6,0.

No processo fermentativo a concentracdo de micro-organismo (concentracao
de indculo) e substrato deve se adequados. Caso contrario, podera ocorrer a falta de
células para a conversdao do substrato em produto, afetando o processo, pois
elevadas concentracfes de acUcares promovem elevados teores alcoodlicos, o que
pode comprometer a viabilidade da célula ou resultar em fermentacdes lentas e
incompletas (FERRARI, 2013).

3.3.1 Fermentacéo alcodlica

Denomina-se fermentacdo alcodlica o conjunto de reacdes bioquimicas
realizadas por micro-organismos chamados de leveduras que em condicbes
anaerobias transformam acucares em alcool etilico (etanol) e gas carb6nico (CO5,),
por 10 sequéncias de reacdes enzimaticas, catalisadas por enzimas especifica no
citoplasma celular do micro-organismo havendo liberacdo de energia quimica e
térmica (Equacao 1) (CAETANO E MADA LENO, 2011).

CsH1206 — 2CoHsOH+ 2,CO5 + 2 ATP + calor 1)

A via glicolitica (Embden-Meyerhof) é a principal via metabdlica de producéo
de energia tanto nos seres procariontes como nos seres eucariontes. NO processo
de glicolise ocorre a oxidagdo da glicose, tendo como componente principal a ser
produzido o &cido piravico (2 moléculas) com a liberacdo de energia na forma de
ATP (2 moléculas). O objetivo da via glicolitica é gerar energia de forma rapida e

regenerar a coenzima NAD". Todas as enzimas que participam da via glicélica estdo



20

no citoplasma da célula na forma livre ou ligada a outras substancias. Na
fermentacdo alcoodlica o piruvato é convertido em acetaldeido, liberando COo,
transformando-se em etanol (Figura 2) (BAl, ANDERSON E MOO, 2008).

Figura 2 - Via metabdlica de fermentacéo alcodlica em Saccharomyces cerevisiae
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Fonte: Bai et al.(2008).

O processo consiste em trés distintas fases denominadas: fase preliminar,
fase tumultuosa e fase complementar. Na fase preliminar ocorre a adaptacdo dos
micro-organismos ao meio, na fase tumultuosa ha o aumento no ndmero de células
microbianas havendo liberacdo de CO,, aumento da temperatura e do teor alcodlico
e na fase complementar o processo entra em declinio, devido a falta de alimento
ocorrendo também a diminuicdo de CO, (SOUSA E MONTEIRO, 2011).

Como forma de aumentar a eficiéncia da fermentacdo € adicionado
suplemento nutricional ao meio, nitrogénio, sulfato e fosforo sédo importantes
nutrientes que influenciam na multiplicacédo e crescimento das células de leveduras
aumentando, assim, o rendimento da fermentacdo alcodlica (PINTO et al., 2013;
ZINNAI, 2011; HOSSAIN e JALIL, 2015;;).
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Shahirah et al. (2015) estudaram a influéncia da adicdo de nutrientes na
fermentacéo para produgéo de etanol, a partir da seiva do Oleo de Palma e obtiveram
como resultado que a adicdo de nutrientes melhora o rendimento do processo (58,50%

a 72,12%) comparado com fermentagcéo sem suplemento (51,8%).

3.3.2 Fermentacao espontanea e inoculada

A fermentacdo espontanea € considerada complexa, uma vez que, envolve a
acdo de varios micro-organismos. Nao necessita de inoculacdo, ou seja, é produzida
de maneira natural por leveduras autoctones, muitas vezes referidas como “nativo”,
‘indigena” ou “leveduras selvagens”, sendo as espécies de Saccharomyces as
principais (VARELA, 2016).

O mosto agucarado de frutas, por ser um substrato rico, pode promover o
crescimento de varios micro-organismos, predominado as espécies das leveduras. A
competicdo por nutrientes e a elevada concentracdo de etanol faz com que as
espécies menos tolerantes sejam eliminadas, prevalecendo as Saccharomyces até o
fim. Porém, na fase inicial a dominancias de outras leveduras, tem grande efeito
benéfico na composicdo aromatica e propriedades sensoriais dos vinhos
proporcionando diversidades de aromas e sabores (HEARD e FLEET, 1985;
VARELA, 2016; LLEIXA et al.,2016).

A seiva das palmeiras € suscetivel a fermentacdo espontanea, por ser um
substrato rico, promovendo a proliferacdo de varios micro-organismos como as
leveduras e bactérias que convertem o0 substrato doce em metabolitos,
principalmente etanol, acido latico e acido acético (SANTIAGO-URBINA E RUIZ
TERAN, 2014).

A fermentacdo inoculada permite a obtencdo de um processo mais rapido e
uniforme, pois consiste na inoculacdo de culturas de estirpes para que possam
competir com as espécies naturais. O objetivo entdo, é que a cultura inicialmente
inoculada passe a ser dominante até o fim do processo fermentativo (CIANI, 2016).

Alguns destes micro-organismos ja foram identificados neste substrato agucarado
tais como: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces chevalieri, Kloeckera Apiculata,
Schizosaccharomyces pombe, Acetobacter Aceti, Acetobacter rancens, Acetobacter
suboxydans, Leuconostoc dextranicum, Micrococcussp.,Pediococcus sp., Bacillussp e
Sarcinasp (ZIADI, 2014).
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Norhazimah e Faizal (2014) estudaram a producéo de bioetanol a partir da
seiva do tronco do Oleo de Palma utilizando cepas de leveduras e bactérias, analisando
a influéncia dos parametros de temperatura e agitacdo, sob o rendimento do processo,
sendo as leveduras Saccharomyces cerevisiae 0s micro-organismos mais eficientes.

Kosugi et al.(2010) estudaram a producdo de etanol e &cido lactico a partir da
seiva do tronco do Oleo de Palma e tiveram como resultado que as leveduras
Saccharomyces, na presenga ou auséncia de nutrientes, convertem rapidamente a
glicose em etanol. A quantidade de etanol produzido correspondeu a 94,2% do

rendimento tedrico calculado com base no consumo de agucares durante o processo.

3.4 COMPOENTES CINETICOS DO PROCESSO FERMENTATIVO

A cinética fermentativa € determinada pelo estudo do comportamento da
velocidade das reacdes que transformam o substrato em produto, em funcéo do
tempo de fermentacdo. Os componentes que fazem parte deste sistema s&o o0s
micro-organismos ou biomassas (X), os nutrientes ou substratos (S) e os produtos
metabolitos (P) (ALVES, 2010).

As leveduras sdo organismos unicelulares, eucariéticos e heterotréficos, com
enorme potencial a ser explorado devido a capacidade de converter substratos em
produtos de grande interesse biotecnoldgico, como o alcool, pela via fermentativa.
Podem apresentar-se de forma arredondada, elipticas ou esféricas possuindo
dimensdes variadas com limites de 5 a 15 um de comprimento e largura de 1 a 5
um. A escolha da sua linhagem é de extrema importancia para a conducdo de um
processo fermentativo (NAGODAWITHANA E STEINKRAUS, 1976; CIANI, 2016
GHOSH, CHAKRABORTY e RAYCHAUDHURI, 2012).

As leveduras Saccharomyces cerevisiae sdo organismos com multiplas
habilidades metabdlicas como, por exemplo, a capacidade de ajustar-se em
condi¢Oes tanto de aerobiose como de anaerobiose para converséo do substrato em
etanol e diéxido de carbono, tornando-se 0s micro-organismos mais utilizados nos
processos fermentativos (KOBAYASHI, SHIMIZU E SHIOYA, 2008)

O crescimento celular, (Figura 3) € composto de quatro fases denominadas de:
fase “lag”, fase” log ou exponencial de crescimento, fase estacionaria e fase de
declinio. Na fase “lag” ocorre a adaptacao fisiolégica das células ao meio em que se

encontra, na fase “log” ou exponencial ocorre exponencialmente o aumento do
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namero de células com o tempo, na fase estacionaria o numero de células se mantém
constante e por fim, na fase de declinio ocorre a escassez de nutrientes no meio o

tornando impréprio para o crescimento microbiano (ALVES, 2010).

Figura 3 - Fases do crescimento microbiano
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Fonte: Tortora, Funke e Case (2012).

O numero de células ou concentracdo de indculo (X) depende da capacidade
do micro-organismo de utilizar os nutrientes do meio e sintetizar os compostos
necessarios para as atividades metabdlicas. A presen¢a de micro-organismos como
as bactérias podem tornar o meio contaminante para 0 crescimento das
Saccharomyces, ndo apenas pelo consumo de substrato mais também, pela
formacdo de compostos que ocasionam intoxicacdo, como 0s &cidos organicos,
levando a formacdo de espumas, lentiddo do processo e baixo rendimento no teor
alcodlico. (AMORIN E OLIVEIRA, 1882; ALTERTHUM et al., 1884; SKINNER E
LEATHER, 2004; CARMOLEZ E MUTTON, 2005; NOBRE, HORII E ALCARD, 2007
E AZIADI, 2014)

A concentracdao de nutrientes ou substrato (S), no mosto, pode influenciar na
fisiologia do micro-organismo, pois elevadas concentragbes podem ocasionar
inibicdo do metabolismo pelo processo conhecido como inibicdo pelo substrato. A
concentracdo de acucares pode afetar tanto o crescimento das leveduras quanto a
producdo de etanol devido ao estresse osmético na célula, tendo como
consequéncia a perda de agua com a migragdo do interior para o exterior da célula
fazendo com que a membrana plasmatica sofra um tugor. Este estresse tem efeito
sinérgico com o etanol (CERQUEIRA, 2013).
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O teor de solidos soluveis em ° Brix indica o teor aproximado de agucar no
mosto. Durante a cinética de fermentacdo € comum que haja a reducéo do teor de
sélidos solluveis paralelamente com a reducdo na concentracdo de acucares e
formacdo de etanol, evidenciando o consumo do substrato, pelo micro-organismo,
para a formacdo do produto (PARENTE et al., 2014; ANDRADE, 2013; ALMEIDA et
al.,2014; CORAZZA). O teor de solidos soluveis no mosto para a producdo de
bebidas fermentadas varia em torno de 14 e 25 °Brix, produzidos fermentados com
concentracdes de etanol na faixa de 5° a 10° GL (RODRIGUES E NOZAKI, 2011)

O etanol (P) é caracterizado como o principal metabdlito primério produzido,
pelas leveduras, durante o processo de fermentacdo alcodlica, sendo o0s
secundarios os alcoois superiores, aldeidos e ésteres. Elevados rendimentos em
etanol, requerem elevadas concentracfes de substratos o0 que gera alta presséo
osmotica do meio sobre as células influenciando o rendimento do processo. A
inibicdo pelo produto é influenciada pelo tipo de micro-organismo, fisiologia, meio de
cultura e temperatura de fermentacédo (SOARES, 2011).

3.5 PARAMETROS CINETICOS

Os parametros cinéticos podem ser utilizados na andlise na escolha de um
processo fermentativo. O fator de conversdo do substrato em células permite
calcular a quantidade de massa celular produzida por grama de substrato consumido
(Yxis). Os fatores de conversao sédo definidos como base no consumo de um
material para a formacao de outro. O fator de conversdo do substrato em produto é
definido como a quantidade de substrato consumido por grama de produto produzido
(Ypsis) (ANDRADE et al.2013).

A eficiéncia depende da temperatura, pressdo osmotica, pH, oxigenacao,
nutrientes minerais e organicos e linhagem microbiolégica (concentracao da levedura e
contaminacao microbiana). A produtividade calcula a velocidade de transformacgéo do
substrato em produto, e pmax a concentragdo de massa celular contida no meio
atingindo seu maximo na fase de crescimento exponencial (HISS, 2001: BORSANI,
2001).

Torna-se praticamente impossivel propor um tipo de modelagem cinética

hY

precisa para descrever um processo fermentativo, devido a quantidade de
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parametros envolvidos e a diversidade da composicdo dos meios fermentativos
(SABLAYROLLES E BARRE, 1993).

3.6 BEBIDAS ALCOOLICAS FERMENTADAS

Bebida é o produto de origem vegetal industrializado, destinado a ingestao
humana em estado liquido sem finalidade medicamentosa ou terapéutica,
classificadas em alcodlicas e ndo alcodlicas, sendo as alcodlicas divididas em:
fermentadas, destilas e compostas. Sao diversidades de frutas, seivas, tubérculos,
raizes, folhas e sementes utilizadas para obtencdo de bebidas alcodlicas fermentadas,
devido a presenca de acucares na sua composicao (BRASIL, 2009; LIMA E FILHO,
2011).

A cerveja é uma bebida alcodlica fermentada produzida a partir da
fermentacao de cereais, principalmente a cevada maltada. Existem diferentes cepas
para fabricacdo resultando em diversos aromas e sabores. As cervejas podem ser
classificadas de acordo com seu processo fermentativo em cervejas de alta
fermentacdo e de baixa fermentacdo. As de alta fermentagcdo sao aquelas
fermentadas pelas leveduras Sacaromices cerevisae (18°C entre 4 e 5 dias ) e as de
baixa fermentacdo sdo fermentadas por Sacaromices uvarum (12°C entre 8 e 9
dias) denominadas de Ale e Lager, respectivamente (MEGA, NEVES E ANDRADE,
2011).

O Fermentado de Fruta, segundo o regulamento técnico para a fixacdo dos
padrdes de identidade e qualidade de fermentados de frutas, define-se como sendo
uma bebida com graduacdo alcodlica de 4 a 14 °GL (%v/v) a 20°C, obtida da
fermentacdo alcodlica do mosto de frutas sas, frescas e maduras de uma Unica
espécie, do respectivo suco integral, concentrado, ou polpa, que permite como
ingrediente opcional a adicdo de agua ou acucar, exclusivamente a sacarose. Sua
denominacao segue a palavra “fermentado de”, acrescentada do nome da fruta de
origem, como por exemplo, fermentado de laranja, fermentado de macga, entre
outros. Pode ainda ser acrescentado a caracteristica do produto, ou seja, doce,
suave, sem alcool e gaseificado. A acidez total minima deve ser de cinquenta e
maxima de 130 miliequivalentes por litro, acidez volatii no maximo de vinte
miliequivalentes por litro e extrato seco reduzido no minimo de 7 gramas por litro
(BRASIL, 2008).
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Almeida et al. (2006) estudaram a cinética da producdo do fermentado de
mandacaru utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae (Levedura comercial) é
obtiveram como resultado uma boa conversao de sacarose em etanol. O fermentado
apresentou teor alcodlico de 10,4°GL (%v/v) enquadrando-se dentro do requerido
pela legislacdo vigente. Duarte et al. (2010) estudaram diversas cepas de
Saccharomyces cerevisiae, a fim de obter um fermentado de Framboesa, e
obtiveram melhor resultado utilizando a cepa UFLA FW-15.

Fontan et al. (2011) estudaram a obtencdo de fermentado alcodlico de
Melancia utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae e obtiveram como
resultado um bom desempenho do micro-organismo no processo fermentativo.
Andrade et al. (2013) estudaram a obtenc&o do fermentado de Morango, utilizando a
levedura Saccharomyce cerevisiae S-04,e obtiveram como resultado um fermentado
com teor alcoolico de 9,62 °GL (%V/v).

O Cauim é uma bebida obtida da fermentacdo alcodlica da raiz de mandioca
ou do milho, podendo ou ndo ser misturado com suco de fruta. O Caxiri € uma
bebida alcodlica obtida da mandioca, denominada comumente de “cerveja
insalivada”, obtida da fermentagdo natural dos micro-organismos presentes na
matéria-prima que possuem atividade monolitica (ALMEIDA, 2009).

O Pajuaru é uma bebida alcodlica derivada do beiju da mandioca de
caracteristica forte, misto de azedo e amargo com uma coloracdo levemente
avermelhada. SO0 pode ser Pajuaru se for com mandioca, se for feito com outro
ingrediente, como frutas, ganha o nome de Caicuma (GOLVEIA, 2018).

A graduacado alcodlica nas bebidas Cauim, Caxiri e Pajuaru sdo de 10 a
11%v/v. No entanto, o processamento com adicdo de sucos de frutas as classifica
como fermentados de frutas, conforme o decreto n°. 6.871, de 4 de junho de 2009
(BRASIL, 2009)

3.7 BEBIDA FERMENTADA DA SEIVA DO TRONCO DO OLEO DE PALMA

A maioria dos vinhos produzidos comercialmente provém do mosto de uvas
fermentadas. Na Africa do Sul, bebidas produzidas a partir de sucos agucarados de
frutas, mel ou seivas das palmeiras sdo denominadas de “cervejas”’, mais

comumente chamadas de vinhos. Essas bebidas sdo de extrema importancia
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econdmica e social, sendo indispensavel em ceriménias tradicionais (WYK, 2011;
TAPSOBA et al., 2015).

A bebida fermentada da seiva do Oleo de Palma caracteriza-se por ser uma
bebida alcodlica de cor branca com aspecto leitoso e floculento, produzido pela
fermentacéo espontanea da seiva de varias plantas da familia Palmae, principalmente
Elaeis guineensis e Raphia hookeri com importantes componentes nutricionais,
incluindo amino&cidos, proteinas, vitaminas e aclcares. E conhecida em todas as
partes da Africa e com uma diversidade de nomes como “mimbo” nos camardes,
“pandji” na Costa do marfim, entre outros (KARAMOKO et al., 2012; OKEKE et al.,
2015).

A seiva da palmeira ap0s coletada é armazenada em vasos de barros ou
garrafas, de maneira a cria um ambiente de condicdo anaerdbia promovendo a
proliferacdo microbiana principalmente as leveduras Saccharomyces cerevisiae. O
potencial alcodlico da bebida aumenta conforme os dias de fermentacédo, estima-se
qgue o teor alcodlico esteja entre 4% e 8%, pH de 5,8, e o tempo de vida util do
produto seja de 24 horas (DAVIS e JONSON, 1987; STRINGINI et al.,, 2009;
OPARA, AJOCU e MADUMELO, 2014).

Dependendo da localidade a seiva pode ser extraida de varias formas, para
obtencao da bebida, sendo a coleta feita em recipientes de plastico, garrafa de vidro ou
jarros de barro. No entanto, realiza-se uma série de operacdes cuja finalidade é
estimular o fluxo que incluem: perfuracao no tronco e insercéao de tubo no orificio. Pode-
se obter a seiva perfurando-se o tronco no topo das palmeiras ou através de um corte
na extremidade da espadice a partir da inflorescéncia, ou ainda, obter a partir de
palmeiras derrubadas ou cortadas. O vinho pode ser consumido imediatamente ou
armazenado para venda (AMOA-AWUA et al, 2007; NAKNEA, MEENUNE E
ROUDAUT, 2010; OUOBA et al., 2012; KARAMOKO et al., 2012; SANTIAGO-URBINA
etal.,, 2013).

Os produtores de vinho buscam alternativas com a finalidade de prolongar a vida
uatil da bebida o que envolve o uso de conservantes tais como sulfito e benzoato, adicao
de extrato de plantas e processo de pasteurizagcdo (OGBILIE E NJOKU, 2007;
NAKNEAN, JUTASUKOSOL E MANKIT, 2015).

Dioha et al. (2009) estudaram a preservagéo do vinho de palma apds processo
de pasteurizacé@o e obtiveram como resultado que tal processo € capaz de preservar a

vida util do produto sem a adicdo de conservantes quimicos. Ghosh, Chakraborty e
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Raychaudhuri (2012) estudaram a otimizacdo do processo fermentativo do vinho de
Palma a partir da seiva da palmeira Borassus flabelliffer, utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae (NCIM 3045) e obtiveram como resultado, nas condi¢coes
otimizadas (pH 5,5 a 32°C), uma concentracdo de 82,3 g/L de etanol.

Diante do decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, observa-se a possibilidade de
elaboracdo de bebidas a partir de outros vegetais que ndo sejam frutas encaixando-se
neste contexto a seiva do tronco do Oleo de Palma, uma vez que na sua composicao
existem substancias como os acucares, que podem ser transformadas dando origem ao
produto. Um exemplo bem tradicional é a cana de agucar, onde o mosto do caldo
fermentado produz o fermentado de cana (BRASIL, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO DA SEIVA

O Oleo de Palma (Elaeis guineensis Jacq.) (Figura 4) da variedade Deli
Compacta, de localizagao 1° 11’ 2,59” S e 48° 2’ 23,15 W, com aproximadamente
25 anos de idade, foi cedido pela empresa Biopalma S/A situada no municipio de
Santa Izabel/PA. Coletou-se na linha 74 da plantacdo, medindo 7 metros de altura e
1,24 m de didmetro. Retirou-se aproximadamente 2 metros da regido central do
tronco que foi cortado em blocos para facilitar o transporte

Figura 4 - Elaeis guineenses Jacq.
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Os blocos foram enviados para o Laboratério de Operacbes de Separacdo
(LAOS/ITEC/UFPA), onde foram lavados em agua corrente, com o intuito de retirar
as sujidades e reduzir a carga microbiana. Em seguida, foram cortados a pedacos
menores (Figura 5), com a finalidade de facilitar a extracdo da seiva. Decorridas tais
etapas os mesmos foram acondicionados em embalagem de polietileno e mantidos
sob temperatura de congelamento (- 20°) até utilizagao.
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Figura 5 - Tronco em pedacos reduzidos

Fonte: Do autor (2018).

A seiva foi obtida através da prensagem do tronco. Para tal processo utilizou-
se prensa hidraulica de bancada (SIWA) com capacidade de 1L e pressdao maxima
de 15 T. Apés a extragdo, a mesma foi filtrada a vacuo para retirada de particulas
indesejaveis, e o filtrado acondicionado em garrafas de polipropileno de alta

densidade com capacidade para 200 mL (Figura 6).

Figura 6 - Seiva bruta

Fonte: Do Autor, (2018).
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4.2 CARACTERIZACAO DA SEIVA BRUTA

Realizou-se a caracterizacéo a partir das analises fisicas e fisico-quimicas, as

quais estao descritas a seguir.

4.2.1 Massa especifica

Foi determinada por leitura direta das amostras em densimetro digital (Marca:
ANTON PAAR: modelo DMA 35).

4.2.2 Teor de solidos soluveis (SS - ° Brix)

Foi determinado por leitura direta das amostras a 20 °C em refratbmetro
ABBE de bancada (Marca QUIMIS: Modelo Q7678), conforme método 932.12 AOAC
(1977).

4.2.3 Umidade

Foi determinada de acordo com o método 31.1.02 da AOAC (1977) que
consistiu na secagem do material, em estufa de circulacdo de ar forcada (Marca:
QUIMIS: modelo Q-314 M 122), com areia tratada a 105 °C até peso constante.

4.2.4 Cinzas

Foi determinada de acordo com o método gravimétrico 938.08 da AOAC
(1997) o qual consiste na incineracdo da matéria utilizada em forno mufla (Marca:
QUIMIS: modelo Q-318 M 24) com temperatura de 550 °C até peso constante.

4.2.5 Aclcares Totais

Foi determinado pelo método titulométrico com solugbes de Fehling, de
acordo com o método 920.183b AOAC (1977).
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4.2.6 Aclcares Redutores (ART)

Foi determinado pelo métoo do acido dinitrosalicilico (DNS), segundo
metodologia descrita por Miller (1959). A reagao ocorreu entre o reagente DNS com
igual volume de amostra, homogeneizados e aquecidos em banho-maria a
temperatura de ebulicdo, durante 5 minutos, seguido por resfriamento em banho de
gelo. As leituras da absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro (Marca:
PHARMACIA BIOTECH 2000: Modelo 08-2106) no comprimento de onda de 540
nm. A calibracdo foi feita através da curva padrdo de glicose, a partir da solugéo
mée de concentracio 1g/L (APENDICE A).

4.2.7 Potencial Hidrogeniénico (pH)

Foi determinado por leitura direta da amostra em potencidmetro (Marca: pH
METER: modelo W3B) ,previamente calibrado com tampoes pH 4,0 7,0 e 10,0 a 20
°C, de acordo com o método 981.12 AOAC (1977).

4.2.8 Acidez total titulavel

Foi determinada por titulagdo com hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 M, conforme
método 1.37. AOAC (1977).

4.3 AJUSTE DA SEIVA

As caracteristicas iniciais de pH (5,65) e sdlidos soluveis (8,03 °Brix) da seiva
bruta foram ajustadas para os valores de condi¢cdes 6timas para o bom desempenho
do micro-organismo. Deste modo, corrigiu-se o pH, com uma solucao de &cido citrico
(CeHgO7) 50%, até pH 4,0. Aumentou-se o teor de sdlidos soluveis para 14 °Brix e
consequentemente, a quantidade de substrato a ser consumido pelos micro-
organismos.

A elevagéo do teor de solidos soluveis foi realizada através do processo de
evaporacao por concentracdo. Para esta etapa, utilizou-se um volume de 7 litros de
seiva bruta acondicionada em bandejas de aco inoxidavel, sendo o processo
conduzido em estufa, de recirculagédo de ar forcada, na temperatura de 65 °C

durante 5 horas.
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O pH foi medido em potenciémetro , o teor de sélidos sollveis em refratbmetro e
a concentracdo de acgUcares totais e redutores, antes e ap0s etapa de evaporacgéo,
determinados segundo o método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz, 1985 e Vasconcelos

et al.,2013, respectivamente.

4.4 PREPARO DO MOSTO

O micro-organismo utilizado foi & levedura Saccharomyce cerevisiae
(liofilizada) da marca comercial Fleischmann. Em balanca analitica, (Marca:
SHIMADZU: modelo: AUY220) foram pesadas trés diferentes concentracbes de
células 2,0, 3,5e 5,0 g/L.

Para a fermentacdo foram utilizados 0,2 L de seiva concentrada, as quais
foram inoculadas com as diferentes quantidades de células de Saccharomyce
cerevisiae. Os mostos foram incubado a temperatura de 32°C em estufa de

recirculacdo de ar e os ensaios realizados em triplicatas.

4.5 CONSTRUGCAO DAS CURVAS CINETICAS

O processo foi acompanhando através da retirada de aliquotas, com o auxilio
de pipetas automaticas, as quais eram congeladas para determinacdo de biomassa
(1,5 mL), acucares redutores (1,5 mL) e teor de sélidos soluveis em °Brix (0,5 mL)
no intervalo de 1 hora nas primeiras 4 horas de fermentagédo e no intervalo de 2
horas até o fim dos processos.

O término ocorreu quando se verificou que ndo havia mais variacao do °Brix.
Ao final, os mostos fermentados passaram por etapa de centrifugacdo (Marca
SIGMA modelo 6-15H), a 3000 rpm, durante 5 minutos, com a finalidade de separar
particulas dispersas no meio para posterior etapa de destilacdo e determinacdo do
teor alcodlico. As curvas cinéticas foram obtidos através do Software Origin Pro 8. As
legendas com as nomenclaturas dos termos utilizados, nas equacgodes, estao expressas

na Tabela 1.
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Tabela 1 - Lista de legendas (Construcao das cinéticas)

M, Massa Inicial (g)
M, Massa Final (g)
Vv Volume(L)
EtOH Etanol (g/L)
o] Massa especifica do EtOH (g/mL)

Fonte: Do autor (2018).

4.5.1 Determinacao da Biomassa Celular

Determinou-se conforme metodologia descrita por Floréncio (2006) a qual
consistiu na separacdo, secagem e pesagem das células, apds processo
fermentativo. Com o auxilio de pipetas automaticas retiravam-se 1,5 mL do mosto
fermentado, durante toda a conducdo do processo, 0s quais eram transferidos para
eppendorfs com capacidade de 2,0 mL e congelados até realizacdo das analises.

AplOs tais etapas, 0s mostos fermentados eram descongelados e
centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos, sendo retirado o sobrenadante e o
precipitado de células lavado por duas vezes com agua destilada e posteriormente
conduzido a estufa a 60 °C durante 24 horas até obtencdo de peso constante. A
determinacao da biomassa celular foi calculada através da diferenca entre a massa

final e inicial, pelo volume da amostra, conforme equacéo 2.

My- M;

Biomassa (g/L)= v

)

4.5.2 Determinacgao do Substrato (ART)

Apés o descongelamento dos mostos, fermentados, os mesmos foram
centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante coletado para

determinacado de acucares redutores conforme metodologia descrita no item 4.2.6.
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4.5.3Determinacédo do Produto (EtOH)

Utilizou-se uma manta aquecedora (Marca QUIMIS: Modelo Q321A14), a fim
de elevar a temperatura do mosto contido no baldo de fundo chato (Figura 7).
Afracdo destilada foi coletada em erlenmeyer, e seu teor alcodlico medido utilizando
um densimetro digital (marca ANTON PAAR modelo DMA 35). A massa de EtOH e o
teor foram calculados através das equacbes 3 e 4, e 0s dados ajustando para Gay -

Lussac (% v/v) conforme equagéo 5.

Figura 7 - Sistema de destilacéo.

Fonte: Do Autor (2018).

Massa do destilado x Teor alcodlico do destilado

Massa de EtOH = 100

3
Massa de EtOHx 100
0 =
LS Massa a destilar
4)
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E1OH (T)=p EtOH x (=) < 1 00) ) "
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4.6 PARAMETROS CINETICOS

As legendas com as nomenclaturas dos termos utilizados nas equacdes dos

calculos cinéticos expressas na Tabela 2.

Tabela 2 - Lista de legendas (Calculo dos Pardmetros cinéticos)

Yxis Fator de converséo do substrato em célula
Yeis Fator de conversdo do substrato em produto

X Concentracdo de biomassa final

Xo Concentragdo de biomassa inicial

S Concentragdo de substrato final

So Concentragdo de substrato inicial

P Concentragéo de produto final

Py Concentragdo de produto inicial

T Tempo de fermentacéo

*Ys (9/9); Yeis (9/9); X (g/L); Xo (9/L); S (9/L); So(g/L); P (g/L); Po(g/L); t(h)
Fonte: Do autor (2018).

4.6.1 Fatores de Conversao do Yys e do Ypjs

Os fatores de conversdo do substrato em célula e do substrato em produto
foram determinados conforme metodologia descrita por Parente et al. (2014)

segundo as equacéo 6 e 7, respectivamente:

X - Xq
YX/S=SO_S (6)
P -Pp

Ypis =
Sp-S 7
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4.6.2 Eficiéncia e Produtividade

A eficiéncia (%)e a produtividade (g.L/h™), relativos as fermentacdes
alcoolicas, foram calculados pelas equacdes 8 e 9, respectivamente, segundo
Parente et al. (2014).

Eficiéncia(%) = 100

_ X
Sp x 0,511
8

y gL™ P
Produtividade | =— | =—
h t ©)

4.6.3 Velocidade Especifica de Crescimento (pmax)

A construcdo do grafico Ln (X/Xo), em funcdo do tempo de fermentacgéo,
ajustados aos dados experimentais na fase exponencial de crescimento, e a
determinacao de ymax, através dos coeficientes angulares das curvas linearizadas,
foram obtidos utilizando o software Origin Pro 8 (Stroppaet al., 2009), conforme a

equacao 10.

L X R
N—==Pma
X0 (10)

4.7 CARACTERIZACAO FISICA, QUIMICA E MICROBIOLOGICA DO MOSTO

Para caracterizacdo fisica e quimica do mosto foram analisados o0s
parametros: pH, acucares totais, aglucares redutores e teor de solidos sollveis,
conforme metodologias descrita no item 4.2. As analises de bolores e leveduras e
coliformes totais e termo tolerantes foram determinadas segundo a Instrugéo
normativa N° 62 do MAPA (BRASIL, 2003).
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados referentes a producdo de etanol dos ensaios fermentativos
foram analisados estatisticamente através do software Statistica 7.0 Statsoft que
permitiu a obtencdo dos valores médios que foram comparados usando o teste
Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA SEIVA

Os resultados da caracterizacao fisica e fisico-quimica da seiva bruta estédo
representados na Tabela 3. A matéria-prima em estudo apresentou 96,07 % em teor
de umidade. Valor proximo aos determinados por lkegwu, Okafor e Ochiogu (2014),
Umerie (2000) e Chooklin, Kaewsichan e Kaewsichan (2011) de 86,0 %, 93,33 % e
97,06 %, respectivamente, para as seivas do Oleo de Palma da Nigéria e Tailandia

obtidas da inflorescéncia e do tronco.

Tabela 3 - Caracteristicas da seiva bruta

Composicéo Seiva bruta
Umidade (%) 96,07+ 0,22
Acucares totais (g/L) 55,89+1,83
AcUcares redutores (g/L) 32,71 +£0,01
Sdélidos Soluveis (°Brix) 8,03 + 0,03
Cinzas (%) 0,78 £ 0,02
pH 5,65+ 0,03
Acidez titulavel (%) 2,64 +0,12
Massa especifica (g/cm®) 1,02 £ 0,00

Fonte: Do autor (2018).

A concentracdo de acucares totais foi acima do determinado por Chooklin,
Kaewsichan e Kaewsichan (2011) e Gomes (2016), de 19,71g/L e 39,86 g/L, para as
seivas do Oleo de Palma do Brasil e da Tailandia, respectivamente. A concentracéo de
acucares redutores em glicose foi acima do descrito por Gomes (2016), de 5,59 g/L, e
também acima do encontrado por Umerie (2000) de 8,42g/L.A origem do vegetal, assim
como as condi¢cbes climaticas da regido e o local de extragcdo da coleta podem
influenciar na diferenca entre os constituintes.

O teor de sélidos soluveis foi acima do descrito por Chooklin, Kaewsichan e
Kaewsichan (2011), de 3,4 °Brix, e acima do encontrado por Gomes (2016), de 7,13°
Brix. O acompanhamento do teor de solidos soluveis é de extrema importancia no
decorrer do processo fermentativo, pois estad relacionado com quantidade de

acucares presentes no mosto, e sua reducao indica que esta havendo o consumo do
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substrato pelos micro-organismos presentes no meio. Quando o teor de sélidos néo
€ adequado € necessério recorrer a processos onde se possa aumenta-los como
ocorre com a chaptalizacdo (adicdo de sacarose ao mosto) e a concentracao por
evaporacdo (COSTA et al., 2004). O teor de cinzas encontrado foi préximo ao
determinado por Gomes (2016) (0,85%) e acima do descrito por lkegwu, Okafor e
Ochiogu, de 0,25%, para a seiva obtida da inflorescéncia do Oleo de Palma da
Nigéria.

O valor de pH determinado foi acima do encontrado por Gomes (2016) (3,94) ,
préximo ao descrito por Kosugi et al. (2010) (5,0), para a seiva obtida do tronco do Oleo
de Palma da Malésia, e abaixo (4,5) do descrito por Umerie (2000) para a seiva obtida
da inflorescéncia do Oleo de Palma da Nigéria. O pH é um parametro que pode indicar
a acidez ou basicidade de um meio, favorecendo ou inibindo o crescimento microbiano.
Valores préximos ao encontrado no estudo, para a seiva bruta, podem tornar o meio
propicio ao crescimento de micro-organismos ndo produtores de EtOH sendo
necessario 0 ajuste para Vvalores O6timos ao crescimento das leveduras
(CHAKRABORTY e RAYCHAUDHURI, 2012).

A acidez total titulavél determinada foi préxima da encontrada por Oze e Ogan
(1988), de 2,71%, para a seva do Oleo de Palma obtida da inflorescéncia. A massa
especifica foi préxima a descrita por Kosugi et.al. (2010), Umerie (2000) e Gomes
(2016) que obtiveram os valores de 1,07 g/cm?®, 1,06 g/cm® e 1,02 g/cm?, para a seiva
do Oleo de Palma da Malasia, Nigéria e Brasil, respectivamente. O resultado
demonstrou que este parametro fisico ndo sofre grande variacdo mesmo apresentando

caracteristicas geograficas distintas para o cultivo do vegetal.
5.2 CARACTERIZACAO DO MOSTO

A Tabela 4 mostra as caracteristicas da seiva do Oleo de Palma ap0s etapa de
concentracdo por evaporagdo. Observa-se que houve aumento no teor de solidos
sollveis, agUcares totais, agucares redutores e pH se comparada com a seiva bruta
(Tabela 3). Em relacdo a analise microbioldgica, obtiveram-se valores de colbnias <1
UFC/mL e <3 NPM/mL para bolores e leveduras e micro-organismo termotolerantes
e totais, respectivamente. Evidenciando que o processo de concentracdo, além de
promover o aumento do substrato no mosto foi eficaz para a reducado da carga

microbiana, pois apds procedimento esta apresentou resultados satisfatorios.
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Tabela 4 - Caracteristicas fisicas e fisico-quimicas da seiva concentrada

Composigéo Seiva Concentrada
Solidos Soluveis (°Brix) 14,13 £ 0,12
AcUcares Totais (g/L) 72,51+ 0,50
AcuUcares Redutores (g/L) 55,89 +1,83
pH 4,0+ 0,00

Fonte: Do autor (2018).
5.3 CURVAS CINETICAS

A partir dos perfis cinéticos (Figura 8), € possivel observar que ocorre
aumento na concentracdo de ART, para ambas as fermenta¢cdes, com a adi¢cdo das
células de Saccharomyce cerevisiae ao meio. Inicialmente, sem adicdo, tem-se
concentracdo em 55,89 g/L e ao adiciona-los, obtém-se aproximadamente 58,0 g/L,

62,0 g/L e 69,0 g/L, para os inéculo com 2,0,3,0 e 5,0 g/L, respectivamente.

Figura 8 - Perfis cinéticos da fermentagdo alcodlica
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*ART: Aclcares Redutores Totais
Fonte: Do autor (2018).

Na concentragdo com 2,0 g/L de células ,no tempo de 6 horas, também
ocorre aumento dos ART é a parti deste tem-se rapida velocidade de consumo , do
substrato, com maior intensidade entre 10 e 14 horas (aproximadamente 15 g/L),

sendo a formacédo do produto mais acentuada entre 12 e 16 horas, atingindo
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concentracdo méaxima em 20g/L de EtOH, correspondente a 2,96 % (v/v) em °GL, e
ART residuais de aproximadamente 4,70 g/L.

Na concentracdo contendo o in6culo com 3,5 g/L de células, o consumo de
ART, pelas leveduras, € mais intenso entre os intervalos de 10 e 14 horas de
fermentacdo, onde também inicia-se a formagédo acentuada de produto atingindo ao
término (14 horas) concentracdo maxima de 23,37 g/L de EtOH, correspondente a
2,96 % (v/v) em °GL e ART residuais de aproximadamente 1,5 g/L.

Para a concentracdo de indculo com 5,0 g/L de células o consumo de ART ja
€ mais intenso nos intervalos entre 8 e 12 horas, onde também se pode evidenciar a
formacao acentuada do produto, atingindo o término em12 horas com concentracdo
maxima de 27,45 g/L de EtOH , correspondente a 3,50 % (v/v) em °GL e ART
residuais de aproximadamente 1,31 g/L.

A presenca de sacarose e amido, na seiva concentrada, pode ter influenciado no
aumento dos ART, no mosto, nas primeiras horas das fermentagbes, em todas as
curvas independente da concentracdo de células, devido a hidrolise da sacarose e
amido em glicose e frutose por enzimas denominadas de invertases e amilases,
sintetizadas para a quebra do substrato na nutricdo e metabolismo das células
inoculadas (Kosugi et al., 2010; Naknean et al., 2015; Adela et al., 2015).

As células de Saccharomyces cerevisiae sdo capazes de sintetizar enzimas
para a nutricdo dentre elas destacam-se as sacarases ou invertases ([3-
fructofuranosideofrutohidrolase, (EC. 3.2.1.26), que pode ser capaz de hidrolisar a
sacarose e Amido (acucar ndo redutor) em glicose e frutose (acucares-redutores).
S&o0 enzimas que podem estar presentes externamente e internamente, sendo suas
propriedades muito similares. Apresentam atividade catalitica maxima em pH 3,5 e
5,0 e temperaturas entre 35 °C e 50°C (ALVARADO et al., 1990; REDDY et.,1988;
ARRUDA E VITOLO,199).

Yamada et al. (2010) estudaram a seiva do tronco do Oleo de Palma como fonte
de acucar para a producdo de biotenol e verificaram, em sua pesquisa, que 0O
armazenamento (- 20° C), por congelamento em um longo periodo, influenciou no
aumento da concentracdo de ART na seiva, devido a acao das enzimas especificas
(Invertases e amilases) que hidrolisaram os acucares presentes (Sacarose e Amido). O
armazenamento das aliquotas a -20 °C, por 4 dias, em ambas fermentacfes, para
posterior analise de ART pode também ter influenciado no aumento ,devido a hidrolise

da sacarose e amido em glicose e frutose.
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Andrade, Pantoja e Maeda (2003) estudaram melhorias para 0 aumento do
rendimento na bebida alcodlica de pupunha, adicionando sacarose a polpa como
forma de aumentar o rendimento em teor alcoodlico e tiveram como resultado um
aumento significativo dos ART primeiras nas 24 horas de processo, devido a
hidrolise da sacarose pelas enzimas invertases.

Almeida et al. (2006) estudaram a cinética de fermentagéo alcodlica do fruto
de mandacaru e, ao adicionar sacarose, apés 16 horas de fermentacao, verificaram
0 aumento na concentracdo de acucares redutores o que pode ter sido ocasionado
pela quebra da sacarose em ART, resultando em maior disponibilidade de substrato.

A fase de adaptacdo ou fase lag, onde houve a sintese das enzimas
necessarias para metabolizar os componentes presentes no meio, foi de
aproximadamente 4 horas em simultdneo com aumento dos ART resultantes da
hidrolise. O in6culo com a maior concentracdo requereu apenas 12 horas para
termino do processo, com formacéo final de biomassa em 12,0 g/L, evidenciando
gue elevadas concentracfes de células podem proporcionar fermentacbes mais
rapidas (Mohd et al., 2017).

Figura 9 - Perfis de formacédo de biomassa
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Fonte: Do autor (2018).

O acompanhamento do teor de solidos soluveis (Figura 10) demonstrou, para
ambas as concentracbes de células, que o consumo de ART € mais lento nas 4

primeiras horas de fermentacdo, tornando-se mais rapido ao logo do processo,
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sendo o estudo contendo a maior concentracdo celular(5,0 g/L) o mais rapido com
tempo de consumo de 12h, seguido das concentracbes de 3,5 e 2,0 g/L com

tempos de 16 e 14 horas, respectivamente.

Figura 10 - Teor de sélidos sollveis.
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Fonte: Do autor (2018).

Quanto a formacao de EtOH a analise estatisticas apontou que ndao houve
diferenca significativa para as concentracfes de células, conforme evidenciado na
Tabela 5. As concentracfes de produtos obtidos estédo dentro dos padrdes permitidos
pela legislacdo brasileira para elaboracdo de bebidas alcodlicas fermentadas (Superior

e inferior de 0,5 % (V/V) e 54 % (v/v), respectivamente).

Tabela 5 - Formacgéo de EtOH

Concentragdo de Células (g/L) Etanol produzido (g/L) °GL(%v/Vv)
2,0 20,14+4,13 2,55°
3,5 23,37+£3,71 2,96°
5,0 27,4545,43 3,50°

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. De acordo com o Teste de
Tukey a 5% de significancia. Analises realizadas em triplicata.
Fonte: Do autor (2018).

Os teores de EtOH ,obtidos, embora inferiores aos determinados por Dantas e
Silva (2017), para o fermentado de Umbu (12,57°GL), Oliveira et al.(2015),para o
fermentado de Laranja (7,3°GL), Perreira et al.(2014),para o fermentado misto de
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Polpa de Acai e Cupuacu (6, 80 °GL), e Leite et al.(2013), para o fermentado misto
de Caju, Umbu e Caja (10,7°GL), apresentaram-se dentro dos limites exigidos pela
legislacao brasileira enquadrando-se na classe das bebidas alcodlicas fermentadas

com graduacao alcodlica entre 0,5 e 54%

5.4 PARAMETROS CINETICOS

A Tabela 6 mostra os fatores de conversdo do Yxs, do Ypss, eficiéncia e
produtividade. E possivel observar que nas maiores concentracdes de indculo se
obteve os menores fatores de conversédo do Yys 0s maiores fatores de conversao
do substrato do Ypis, maiores eficiéncias e melhores taxas de produtividades
Explicado pelo fato de haver menor disponibilidade de nutrientes do meio, para o
metabolismo das leveduras permitindo, assim, melhor desempenho e melhor

formacao de EtOH.

Tabela 6 - Pardmetros cinéticos da fermentacéo

Concentracao de Células Yyis Y s Eficiéncia Produtividade
2 ,0g/L 0,16 g/g 0,31 g/g 56,31% 1,26 g.L/h™
3,5g/L 0,12 g/g 0,39 g/g 73,77% 1,46 g.Lth*t
5,0 g/L 0,10 g/g 0,41 g/g 77,87% 1,72 g.L*/.h*

Fonte: Do autor (2018).

7

No in6culo com menor concentracdo o efeito é antagbnico, pois embora
apresentasse maior fator de conversdo do substrato em células, obteve-se menor
valor de conversdo do Yp;s, menor eficiéncia e menor taxa de produtividade.
Demonstrando que elevada producéo de células ndo resulta em mais formacéo de
EtOH, explicado pelo fato de que em baixas concentracdes de indéculo ha maior
disponibilidade de nutrientes, o que pode resultar no estresse osmatico das células,
afetado a viabilidade do processo e os parametros cinéticos e consequentemente a
formacao de produto (Strehaiano et al.,1983).

Parente et al. (2014) estudaram a cinética de fermentagdo do Abacaxi Perola,
utilizando células de Saccharomyces cerevisiae liofilizada, e obtiveram como
resultados 0,072g/g e 0,413g/g em fatores de conversao do Yys e do Ypss. Oliveira
et al.(2020) estudaram a Producéo e Caracterizacdo do fermentado de Manga, para
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elaboracdo de uma nova bebida destilada, utilizando células de Saccharomyces
cerevisiae liofilizada, e obtiveram resultados em fatores de conversdo do Yys e do
Ypisde 0,02g/g e 1,19g/g. Valim et al.(2016) estudaram a cinética de fermentacao da
carambola, utilizando células de Saccharomyces cerevisiae liofilizada, e obtiveram
como resultado 0,79 g/g e 0,67 g/g em fatores de conversao do Yys € do Yps.
.Fontan et al.(2011) estudaram a fermentacao alcodlica do fermentado de melancia,
utilizando células de Saccharomyces cerevisiae, liofilizada, e obtiveram resultados de
fatores de conversédo do Yys e do Yps de 0,14 e 0,65. A diferenca entre os fatores
de conversédo, encontrados na literatura, e os determinados neste trabalho, pode esta
relacionado com as caracteristicas fisicas, quimicas e microbiologias das matérias-
primas citada e estudada. Também €& necessario ressaltar, que nos trabalhos
comparativos, ndo houve aumento da concentracdo dos ART, durante as
fermentacdes, o0 que pode ter influenciado no resultado dos parametros.

Eficiéncia e produtividade mostraram-se satisfatorios na concentracdo de
indculo contendo 5,0 g/L de células , quando comparados com os determinados por
Carmo et al.(2011), para o fermentado de Umbu (49,77% e 1,55 g.L™/h™), Carvalho et
al. (2008), para o fermentado de cana ( 80,40 % e 0,42 g.L'/h™), Silva (2004),para o
fermentado de Caju (55,67% e 1,75 g.L"*/h™), e Bortoline et al.(2001) para o fermentado
de Kiwi (55, 67% e 0,78 g.L'h™) . As Figuras 11,12 e 13 mostram os valores de pmax

obtidos através do coeficiente angular das retas ajustadas a fase exponencial.

Figura 11 - Linearizacé@o da curva de pmax na concentracéo de 2,0 g/L de células
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Fonte: Do autor (2018).
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Figura 12 - Linearizacdo da curva de pmax na concentracdo de 3,5 g/L de células
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Fonte: Do autor (2018).

Figura 13 - Linearizacé@o da curva de pmax na concentracéo de 5,0 g/L de células
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Nas concentracbes mais baixas de células (2,0 e 3,5 g/L) a velocidade de
crescimento é mais rapida (0,11 h™® e 0,09 h™), decorrente da quantidade de ART,
disponivel no meio, para a nutricio dos micro-organismos. No entanto, rapida
velocidade de crescimento ndo resulta em maior eficiéncia e produtividade, pois
elevadas concentragbes de substrato pode afetar o processo, devido o estresse
osmoético ocasionando fermenta¢des mais lentas. No indculo com concentracdo de 5,0
g/L de células a velocidade de crescimento foi mais lenta (0,07 h™) gerando maior
eficiéncia e melhor taxa de produtividade de EtOH, apresentando-se abaixo dos
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descritos por Lopes et al.(2005) e Alvarado-Gonzales (2019), de 0,20 h™* e 0,16 h, para
o fermentado de Manga com encapsulado de Guaran& e fermentado do fruto da Palma
Forrageira, respectivamente, e acima do descrito por Oliveira et al.(2020), para o
fermentado de Manga (0,03 h™). A velocidade especifica de crescimento pode ser
influenciada por diversos fatores como: nutricdo do mosto, condi¢cdes de cultivo, pH,
temperatura, aeracao entre outros.

Sultana et.al. (2017) estudando um modelo cinético matematico para a
fermentacdo da seiva do tronco do Oleo de Palma, utilizando Saccharomyces
cerevisiae, observaram que as condicOes fisicas, quimicas e microbiologicas afetam a
cinética, devido a complexidade do processo. O calculo dos parametros bem como
suas avaliacbes, € importante em um estudo fermentativo visto que, podem ser
utilizados como indicadores futuros para modelagem e simulacéo dos processos.

O melhor estudo cinético para a producdo da bebida alcodlica fermentada da
seiva do Oleo de Palma foi o estudado com o indculo contendo 5,0 g/L de células, pois
embora utilize maior concentracdo de micro-organismos, obtém-se melhores resultados

dos parametros cinéticos.
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6 CONCLUSOES

A seiva bruta do tronco do Oleo de Palma apresentou resultados fisicos, fisico-

guimicos e microbiolégicos satisfatorios.

Todos os teores de EtOH, obtidos, foram dentro dos limites exigidos pela

legislacéo brasileira para a producéo de bebidas Alcoodlicas Fermentadas.

A andlise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca significativa, para a
producédo de EtOH, entre as cinéticas estudas.

Os fatores de conversao do substrato em célula (Yxs) e do substrato em produto
(Ypis) apresentaram melhores resultados para o in6culo de 35 e 50 glL,
respectivamente, demonstrando que maior producéo de biomassa celular ndo resulta

em maior formacao de produto.

Eficiéncia e produtividade foram mais satisfatorios na cinética com concentragao

de 5,0 g/L de células.

O valor de uméax obteve melhor resultado na cinética com maior concentracédo de
células, devido menor crescimento e consequentemente maior taxa de produtividade e

formacao de EtOH.

A cinética mais promissoria para elaboracdo da bebida alcodlica fermentada da
seiva do tronco do Oleo de Palma foi a estudada com concentracdo de células
contendo 5,0 g/L, devido apresentar melhores resultados em fatores de converséo do
Yxs , do Ypss, €ficiéncia, velocidade especifica de crescimento e melhor producéo de
EtOH (3,50 % (V/v).
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