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RESUMO

O milho vem sendo utilizado como matéria-prima para producéo de etanol nos estados de Goias
e Mato Grosso, por apresentar ciclo de 3 a 5 meses, sendo cultivado em éreas de renovacdo de
canaviais, além da possibilidade de armazenamento e processamento na entressafra da cana-
de-agUcar. Entretanto, os hibridos utilizados na regido, bem como as condi¢des de
processamento, carecem de estudo. Pois, cabe ressaltar que, durante 0 armazenamento do gréo
nos silos, a temperatura se altera significativamente em decorréncia da época do ano, assim
como da localizacdo geografica. Esta producéo de etanol pode ser influenciada de acordo com
o0 tipo de hibrido utilizado no processamento, além do clima da regido de instalacdo das
industrias podendo ocorrer alteracdo no rendimento decorrente da temperatura de
armazenamento dos grdos de milho, a qualidade de armazenamento estd diretamente
relacionada com a temperatura, pois, interferem na qualidade dos grdos durante o
armazenamento, acelerando as rea¢des bioquimicas e metabolicas dos gréos. Sendo assim, 0
objetivo do projeto foi estudar os reflexos do processamento de graos de trés diferentes hibridos
de milho, armazenados por seis periodos, em trés diferentes temperaturas e o desempenho
fermentativo de uma estirpe de levedura selecionada sobre a producdo de etanol. Para o
processamento dos grdos de milho para a producédo de etanol, os gréos de milho foram triturados
e imersos em &gua acidulada com adicdo da enzima o-amilase, em seguida, o material foi
aquecido a 100° C por 1 hora. As pastas foram resfriadas a temperatura ambiente, filtradas em
peneira de 20 mashes e ajustadas o °Brix para 16° e o pH para 4,5, originando o mosto. Os
mostos foram inoculados com a levedura industrial TR (Thermo-Resistente da LNF) com a
adicdo da enzima glucoamilase. As fermentacdes foram mantidas em B.O.D. a 33°C. Ao longo
do processo fermentativo foi avaliado o desenvolvimento fisioldgico da levedura, as pastas,
mostos e vinhos foram avaliados quimico tecnologicamente. Dessa forma, conclui-se que a
producdo de etanol € influenciada pelos grdos de hibridos de milho processados, sendo o maior
impacto ocorrendo no processo de hidrdlise e para os trés hibridos avaliados, a levedura néo foi
afetada na fermentacdo e nem no teor de alcoolico. Quanto as temperaturas de armazenamento
dos graos de milho ndo influenciam sobre a fisiologia da levedura e o tempo de armazenamento
por mais de 90 dias diminui significativamente o teor alco6lico do vinho.

Palavras-chave:. Bioenergia. Grdos de milho. Levedura. Setor sucroenergético. Teor
alcodlico.



PRODUCTION OF CORN ETHANOL: EFFECTS OF HYBRIDS, TIME AND
TEMPERATURE OF GRAIN STORAGE

ABSTRACT

Corn has been used as a raw material for ethanol production in the states of Goias and Mato
Grosso, because it has a cycle of 3 to 5 months, being cultivated in areas of sugarcane plantation
renewal, besides the possibility of storage and processing during the sugarcane inter-season.
However, the hybrids used in the region, as well as the processing conditions, need to be
studied. For, it should be noted that, during the storage of the grain in silos, the temperature
changes significantly as a result of the time of year, as well as the geographical location. This
ethanol production can be influenced according to the type of hybrid used in the processing, in
addition to the climate of the region where the industries are installed, and there may be changes
in the yield resulting from the storage temperature of corn grains. The storage quality is directly
related to the temperature, because it interferes with the quality of the grains during storage,
accelerating the biochemical and metabolic reactions of the grains. Thus, the objective of the
project was to study the effects of grain processing of three different corn hybrids, stored for
six periods at three different temperatures, and the fermentative performance of a selected yeast
strain on ethanol production. To process the corn kernels for ethanol production, the corn
kernels were crushed and immersed in acidulated water with the addition of the enzyme a-
amylase, then the material was heated at 100° C for 1 hour. The pastes were cooled to room
temperature, filtered through a 20 mashes sieve, and adjusted the Brix to 16° and the pH to 4.5,
originating the must. The musts were inoculated with industrial yeast TR (Thermo-Resistant
from LNF) with the addition of the enzyme glucoamylase. Fermentations were maintained in
B.O.D. at 33°C. Throughout the fermentative process, the physiological development of the
yeast was evaluated, the pastes, musts, and wines were evaluated chemotechnologically. Thus,
it is concluded that the ethanol production is influenced by the grains of corn hybrids processed,
with the greatest impact occurring in the hydrolysis process, and for the three hybrids evaluated,
the yeast was not affected in the fermentation and neither in the alcohol content. The storage
temperatures of the corn grains do not influence the yeast physiology and the storage time for
more than 90 days significantly decreases the alcohol content of the wine.

Keywords: Alcohol content. Bioenergy. Corn grain. Sugarcane sector. Yeast.
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CAPITULO 1 - INTRODUGCAO GERAL

Atualmente o setor sucroenergético apresenta significativa importancia na economia do
Brasil, sendo responsavel pela producdo de acucar, etanol e energia elétrica, originados do
processamento agroindustrial da cana-de-agucar. Considerando-se o etanol, observa-se que
somente na safra 2020/21 foram produzidos 32,7 bilhdes de litros (CONAB, 2021).

Devida a alta demanda por este biocombustivel, se faz necessario a busca por
alternativas que possam complementar a producdo de etanol no pais, objetivando atender a
futura demanda por este combustivel. Desta maneira, destaca-se o milho, que apresenta ciclo
de 3 a 5 meses, pode ser plantado nas areas de renovacdo de canaviais e alem disso, ser
armazenado em silos convencionais (EMBRAPA, 2015).

No Brasil, os estados de Mato Grosso e Goias destacam-se por produzir etanol do milho
ha 5 anos, uma vez que a regido apresenta elevada quantidade de milho e cana-de-agucar. J& no
triangulo sul mineiro as condi¢des podem ser favoraveis a esse pacote tecnologico, pois ha uma
tecnologia que conjuga rentabilidade e preservacdo ambiental, trata-se de um consorcio de
cana-de-acucar com milho, onde é modificado a logistica de plantio de cana, antecipando o
plantio da cultura para o inicio do periodo chuvoso (CONAB, 2021; EMBRAPA, 2021).

Além disso, destaca que ha usinas que produzem apenas etanol a partir do milho, ou
ainda ha unidades produtoras que podem processar tanto cana-de-actcar ou milho. Neste
segundo modelo de producdo, os grads de milho sdo armazenados em silos e processados na
entressafra da cana-de-acUcar, periodo em que a usina esta inativa decorrente da ndo maturacao
desta cultura. Assim as unidades agroindustriais aumentam seu tempo de operagdo efetiva
durante o ano, saindo dos atuais 270 dias para 330 dias (CRUZ et al. 2008).

Deve-se destacar que 0s equipamentos necessarios para esta produgdo sao anexados aos
atuais parques industriais, resultando nas Usinas Flex - Cana e Milho (DONKE et al. 2016).

Embora esta tecnologia seja utilizada e difundida em paises como Estados Unidos e
China, se faz necessario a adaptagdo do processo as condi¢Ges operacionais, tais como 0s
hibridos amplamente cultivados, tempo de armazenamento, temperatura do armazém e
leveduras selecionadas (NOVACANA, 2021).

Cabe ressaltar que, durante o armazenamento do gréo nos silos, a temperatura se altera

significativamente em decorréncia da época do ano, assim como da localiza¢do geogréfica do
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mesmo. Essas condi¢des podem resultar em alteracGes fisioldgicas do milho. Além disso, o
elevado tempo de armazenamento nessas condi¢des também pode ser um fator preponderante
nas caracteristicas finais do gréo no silo (SBRUSSI; ZUCARELI, 2015),

Dessa forma, esse projeto propde estudar variaveis que melhorem a producéo de etanol
sem grandes aumentos do custo. Assim, se faz necessario o estudo de hibridos de milhos, de
temperaturas de armazenamento dos graos e os reflexos sobre o teor de agUcares extraidos e o

desempenho da fermentacéo etanolica.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do trabalho foi estudar os reflexos do processamento de gréos de trés
diferentes hibridos de milho, armazenados por seis periodos, em trés diferentes temperaturas e

o desempenho fermentativo de uma estirpe de levedura selecionada sobre a producéo de etanol.

2.2 Objetivos especificos

v Auvaliar as caracteristicas quimico tecnol6gicas das pastas, mostos e vinhos dos hibridos
de milho Dekalb 636, Pioneer 3754 e Syngenta 8454;

v" Avaliar os efeitos do tempo de armazenamento do milho (0, 30, 60, 90, 120 e 180 dias
apos a colheita) nas temperaturas de 25°C, 35°C e 45°C, sobre as caracteristicas quimico
tecnoldgicas, e os reflexos sobre a producéo de etanol e 0 armazenamento dos grdos de milho;

v Avaliar o desempenho fermentativo da estirpe da levedura selecionada TR da LNF

quanto as caracteristicas quimico tecnoldgicas dos vinhos obtidos no processamento;
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Milho (Zea mays)

O milho é uma planta C4 de ciclo curto (90 a 120 dias). Durante seu desenvolvimento
vegetativo, a planta armazena as moléculas de glicose produzidas durante o processo
fotossintético em gréos, na forma de amido. A composi¢do quimica do grdo de milho em
porcentagem de massa seca consiste em 72,7% de amido, 10,1% de proteina, 3,4% de lipideos,
5,2% de fibras e 1,9% de cinzas (PAES, 2006; SRICHUWONG et al. 2010).

As cultivares de milho podem ser subdividas em hibridos e variedades. Os hibridos séo
aqueles obtidos pelo cruzamento forgado entre duas plantas de linhagens puras diferentes. Em
geral, as sementes hibridas geram plantas com alto vigor e produtividade, porém, necessitam
de otimas condicBes de crescimento, com quantidades especificas de fertilizantes, agua e
agrotoxicos. Ja as variedades sdo plantas geradas pela polinizagdo natural, heterogéneas, porém
com caracteristicas semelhantes as dos pais (AGRIC, 2011; EMBRAPA, 1990).

No pais, o cultivo pode ocorrer em dois periodos: verdo (safra) e inverno (safrinha).
Considerando-se o estado de Minas Gerais, o plantio de safra ocorre entre outubro e dezembro
e colheita entre fevereiro a junho; enquanto o plantio de safrinha inicia-se em janeiro a marco,
e a colheita entre junho e setembro (CONAB, 2021).

Para o plantio, é preciso uma profundidade com a semeadura que varia entre 3 a 7 cm
dependendo da textura do solo, a densidade de plantio entre 30.000 e 90.000 plantas.ha™*, com
espacamento entre fileiras de 0,5 a 0,8m (CRUZ et al. 2008).

A colheita do milho é realizada mecanicamente, sendo as espigas debulhadas para a
separacdo dos graos, que podem ser acondicionados em sacos de 60 kg, ou ainda armazenados
a granel em silos (MANTOVANI, 1989).

No Brasil, a safra 2020/2021 estima-se que serdo produzidos no Brasil aproximadamente
93,3 milhdes de toneladas de grdos, a partir do cultivo em 19,83 milhdes de hectares de area,

com produtividade média de 4,7 toneladas de gréos por hectare (CONAB, 2021).
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2.2 Processamento do milho para producéo de bioetanol

A producdo de etanol de milho pode ser realizada utilizando-se grdos recentemente
colhidos, ou ainda que estejam armazenados em silos. A seguir, estes sdo triturados para
aumentar a superficie exposta e facilitar a extracdo das moléculas de amido, adicionando,
posteriormente, a agua (CEREDA, 2001).

O processo de trituracdo é realizado para padronizar as amostras em superficies de contato
com 1,18mm de tamanho, o que facilita a extracdo de amido com maior eficiéncia. A seguir é
adicionado agua acidulada, ou seja, &gua com pH acido (5,5) que facilita a remocdo de amido
presente nas moléculas (NOGUEIRA et al. 2017; ALCANTARA et al. 2017).

Esta solucdo é submetida a aquecimento até temperaturas de 100°C (cozimento),
promovendo a “gelatinizagdo” das moléculas de amido presentes nos grdos (LEHNINGER et
al., 2000), formando uma pasta.

Cabe ressaltar que a gelatinizagdo consiste no colapso (rompimento) da ordem das
moléculas dentro dos granulos de amido com mudancas irreversiveis nas propriedades, como o
aumento dos granulos, fusdo de cristais, perda da ordem cristalina, aumento da viscosidade
(SINGH et al., 2003; BENINCA, 2008). A gelatiniza¢do ocorre inicialmente na regido amorfa
do granulo (no hilo) e segue rapidamente para a periferia (SINGH et al., 2003). Na temperatura
de gelatinizacéo as ligagdes de hidrogénio entre as cadeias de amilose e amilopectina tornam-
se mais fracas e sdo rompidas, promovendo reducdo da cristalinidade, o que possibilita a entrada
de &gua e inchaco dos granulos (HOOVER, 2001).

Essas temperaturas de gelatinizacdo variam entre os amidos de diferentes fontes. SINGH
et al. (2003) citam valores na faixa de 61 a 72°C para a batata, 68 a 74°C para o milho, 65 a
79°C para 0 arroz e 56 a 62°C para o trigo. Os amidos de farinha de mandioca e de batata-doce
apresentam, respectivamente, valores de 70,4°C e 74,2°C (SHARIFFA et al., 2009).

A pasta é 0 processo de filtragem onde ocorre a separagédo do liquido viscoso dos gréos
de milho apés extracdo de amido, o liquido se torna a pasta e o restante acaba-se tornando o
DDG (dried distillers grains) que significa grdos secos destilados com soltveis. O DDG é um
subproduto com alto valor proteico economicamente viavel nas regides onde é produzido sendo
utilizado como ragdo animal para bovinos de corte e leite, ovinos e caprinos, equinos, aves e
suinos substituindo alimentos padrées como farelo de soja, farelo de algoddo, torta de algodéo

e entre outros, alimentos proteicos e energéticos (KIM et al. 2008).



16

Considerando-se que a molécula de amido é infermentescivel por leveduras do género
Saccharomyces cerevisiae (WALKER, 1998), se faz necessario a hidrolise desta molécula em
dimeros de glicose. Este processo consiste na adicdo de enzima a-amilase, que quebra as
ligacGes a-1,4 das moléculas de amido, em periodo de 30 minutos em retencdo (solugdo em
contato com a enzima). A pasta de milho é resfriada a 32°C, ajustando-se o pH a 4,5 e a
concentracdo de agUcares para valores proximos a 18° Brix, originando o mosto (BOTHAST;
SCHLICHER, 2004).

A seguir é adicionado ao mosto a enzima glucoamilase, a seguir, inocula-se no mosto
leveduras, iniciando-se o processo fermentativo. Para o milho, o tempo de fermentacdo é de 24-
48 horas. Apo6s consumo de todos os agUcares presentes, 0 mosto fermentado (vinho) é
direcionado a colunas de destilacdo para recuperacdo do etanol (BOTHAST; SCHLICHER,
2004). Atualmente, sdo utilizadas no processo fermentativo leveduras selecionadas que
aumentam os rendimentos em etanol da industria. Entre estas, pode-se citar a CAT-1, PE-2,
BG, SA, FT858 e Thermo-Resistente, amplamente utilizadas pelas unidades sucroenergéticas
brasileiras, por permanecerem no processo durante toda a safra, possuem elevada viabilidade

celular e indice de brotamentos, assim como alto teor de etanol (BASSO, 2011).

2.3 Hidrolise Enziméatica

O amido é considerado uma reserva energética de plantas amilaceas como milho, arroz,
trigo, aveia, mandioca, e ao ser tratado com acido ou via enzimatica suas fracdes de amilose e
amilopectina hidrolisam lentamente originando dextrina, maltose e finalmente glicose. Em
processos industriais de conversdo de amido em agucar fermentescivel utilizam-se basicamente
duas enzimas: a-amilase e glucoamilase (KLAUCK et al. 2001).

As enzimas amiloliticas representam o grupo enzimético de grande aplicacdo industrial.
A alfa-amilase é uma endoenzima carboidrase com atividade hidrolitica das ligacdes a-1,4 em
polissacarideos dispersos em meio aquoso, contendo, pelo menos, trés residuos de glicose na
cadeia. Algumas alfa-amilases apresentam atividade de hidrolise das liga¢des glicosidicas a-
1,6, mas com eficiéncia reduzida (LEVEQUE et al., 2000; SUVD et al., 2001).

A amiloglucosidase é uma enzima sacarificante utilizada para produzir glicose a partir

do amido, hidrolisando ligac¢des tipo a-1,4 e a-1,6. A acdo da amiloglucosidase € lenta no ataque



17

inicial @ amilose, pois, sendo uma exoenzima, s6 atua a partir da extremidade ndo-redutora e
n&o penetra no interior da estrutura helicoidal da amilose (OBEL, 2001).

Além disso, quando a matéria-prima possui elevada quantidade de fibras, pode-se fazer
uso da enzima celulase de forma a diminuir a interferéncia da fibra no meio. O processo de
hidrélise enzimatica do amido é realizado, segundo Reguly, em trés etapas: gelatinizacéo,
liguefacdo e sacarificagcdo. Na gelatinizagdo os granulos de amido hidratam e expandem,
resultando no inchamento dos gréos e na solubilizacdo da amilose. Durante a liquefacdo a
viscosidade do meio diminui rapidamente e a etapa da sacarificacdo é responsavel pela
transformacédo completa do amido em glicose (KLAUCK et al. 2001).

Quanto a temperatura de gomificacdo varia bastante entre os amidos de diferentes fontes
boténicas, oscilando na faixa de 65 a 105°C, sendo necessario muitas vezes o emprego de altas
temperaturas para a total gomificacdo (TORRES et al. 2012).

Apos a liquefacdo, a solugdo de maltodextrina é hidrolisada em glicose por uma enzima
desramificante, seja endoenzima (isoamilase e pululanase) ou uma exoenzima (p-amilase e
glicoamilase), atuando sobre as ligacdes glicosidicas a-1,6 da amilopectina (MAAREL et al.,
2002). O resultado dessa segunda etapa € uma solucéo de sacarideos de baixo peso molecular
como glicose e maltose (TORRES et al. 2001; CARVALHO, 2020).

2.4 Levedura

As leveduras sdo organismos pertencentes ao grupo dos fungos, as quais se apresentam
predominantemente sob a forma unicelular, diferenciando-se dos fungos verdadeiros (ou
mofos) que s&o organismos geralmente multicelulares. Contudo, exercem papel similar ao das
bactérias, sendo tipicamente consumidores de matéria organica. Sua reproducdo vegetativa se
faz, geralmente, por gemulacgéo (brotamento) (SANTIN, 1996).

Sua reproducéo pode ser sexuada ou assexuadamente. No primeiro caso, a reproducéo
se faz pela formacdo de ascosporos, ou seja, esporos contidos numa espécie de saco. Existem
leveduras que nédo realizam este tipo de reproducdo, sdo as chamadas "falsas leveduras” e
classificadas entre os Fungi imperfecti (JOHN, 2014; MDC, 2019)

A reproducdo assexuada envolve dois processos interessantes: a mitose e a meiose. A

mitose ocorre quando ha bastante alimento disponivel. A célula diploide duplica seus dois jogos
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de cromossomos e faz a célula temporariamente quadripldide (quatro jogos de cromossomos),
isso faz com que cresca um broto (SANTIN, 1996; JOHN, 2014).

O broto contém um jogo duplo de cromossomos e ainda cresce como uma celula
independente presa a célula mée e eventualmente separa-se deixando uma cicatriz onde 0s
brotos aconteceram. Uma célula que ndo tem mais nenhuma area sem cicatrizes por onde possa
ocorrer 0 brotamento eventualmente morre. Os brotos podem acontecer continuamente
contanto que haja alimento disponivel (SANTIN, 1996).

Além disso, é possivel realizar a analise de viabilidade celular das leveduras, onde é
realizada a imersao de células de levedura em uma solugdo contendo corante azul (azul de
metileno - ringer), onde que as leveduras mortas, por perderem a permeabilidade seletiva da
membrana permite que o corante entre dentro da célula, tornando-a azul, diferenciando assim,
células vivas das mortas, células vivas mais broto vivo ou morto (LEE et al. 1981).

Desde o comego dos anos 2000, muitos produtores tém se convertido para as leveduras
selecionadas, cultivadas em laboratdrios especializados, entre elas CA-11, CANAMAX, CAT-
1, BG-1, PE-2, Thermo-Resistente e entre outras (LNF, 2021).

Como as leveduras sdo isoladas e reintroduzidas na prépria usina, estdo adaptadas ao
processo da unidade, por isso apresentam persisténcia, dominancia e podem ter suas habilidades
melhoradas para trabalhar de acordo com as particularidades da usina e de sua matéria-prima.
E o caso da levedura PE-2, uma das mais utilizadas atualmente no Brasil (FERMENTEC, 2021;
LNF, 2021).

A cepa Saccharomyces cerevisiae PE-2 € utilizada na fermentacdo do mosto da cana e
de melagco com reciclos e tolerante a teores alcodlicos de até 15% (v/v). Baixa formacdo de
espuma, alta capacidade de implantacéo, resisténcia e dominancia na fermentagcdo sdo suas
principais caracteristicas (FERMENTEC, 2021; LNF, 2021).

Ja a levedura selecionada TR, conhecida como Thermo-resistente da empresa LNF é
utilizada principalmente nos Estados Unidos para fermentagcdes com mosto de milho, pois, tem
como vantagem, resistente a choques de pH, nédo sao floculantes, absorve carboidratos liberados
no processo de hidrolise e sdo resistentes a altas temperaturas e fermentacGes por longos tempos
(LNF, 2021).

Dessa forma, o etanol pode ser produzido através de carboidratos fermentesciveis pela
levedura, como: sacarose, frutose, glicose, maltose, rafinose e outros, 0s quais podem ser

encontrados em melago de cana, milho, beterrabas, malte, batatas, cevada, aveia, arroz, sorgo
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etc. (MAY, 2008). A producdo de etanol se inicia aerobiamente para produzir o méaximo de
biomassa, como isso, 0 processo tem as seguintes etapas: preparo do substrato, corre¢do do
mosto, preparo do inéculo, fermentacéo e destilagdo (PEREIRA, 2010).

2.5 Processo Fermentativo

Segundo Gaden (1959), fermentacdo e todo processo microbiolégico que visa a producao
de uma determinada substancia. No caso das unidades sucroenergéticas, 0 micro-organismo
utilizado é a levedura do género Saccharomyces cerevisiae, € 0 produto de interesse é o
Bioetanol.

Neste processo, além do etanol, sdo produzidos gas carbonico, glicerol, &cidos organicos,
acetoina, acetaldeido, alcoois superiores (iso-amilico, iso-butilico, n-propilico), butilenoglicol,
assim como ocorre a formagdo de biomassa. Estima-se que somente 90% da glicose
metabolizada seja convertidas em Bioetanol (rendimento prético), sendo os 10% restantes,
produtos secundarios da fermentacéo, interferéncias de compostos organicos, inorganicos e de
micro-organismos contaminantes (INGLEDEW, 2009).

Cabe ressaltar que este processo ocorre em anaerobiose, ou seja, na auséncia de oxigénio
no meio, ou pela elevada concentracdo de aglUcares no substrato (efeito Crabtree). Admite-se
que concentracdes de agucares no meio superior a 6% ativa o processo metabdlico fermentativo
da levedura, que a partir de 100g de Acucares Redutores Totais, produz 9 Kcal de ATP, 51,1g
de etanol, 48,99 de CO; e 1-5g de biomassa. Em contrapartida, concentragcdes do substrato
inferior a 6% ativa a via respiratdria deste micro-organismo, sendo produzidos a partir de 100g
de Acucares Redutores Totais, 168 Kcal de ATP, 47g de biomassa, 108g de agua e 264g de
CO2 (BASSO, 2011; VENTURINI-FILHO et al. 2013).

Deve-se considerar ainda que o desenvolvimento metabolico da levedura ocorre em faixa
Otima de temperatura de 28-32°C (LIMA et al. 2001), sendo que temperaturas inferiores
aumentam o tempo de fermentacédo, e elevadas temperaturas inibem o crescimento celular,
principalmente na presenca de altas concentrac6es de etanol (STUPIELLO; HORI, 1981).

Considerando que as leveduras sdo aciddfilas, ou seja, desenvolvem-se adequadamente
em meios &cidos, a faixa de pH ideal da ordem de 4,0-4,5. Nestes valores, além de ocorrer
favorecimento a levedura, reduz a multiplicacdo de bactérias contaminantes, aumentando 0s
rendimentos da fabrica (AMORIM et al. 1996).
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Além da concentracdo de aguUcares no mosto, temperatura e pH, a levedura necessita de
teores de nitrogénio entre 100-300 mg.L™?, fésforo de 50-250 mg.L™, potéassio de 700-1300
mg.L, magnésio 100-200 mg.L, zinco, cobre e manganés de 1 a 5 mg.L*. Deve-se considerar
ainda que o mosto deve apresentar concentracfes de enxofre, célcio e aluminio menores
possiveis, pois podem afetar negativamente o metabolismo da levedura (STEIDL, 2010).

Dessa forma, apds preparo do mosto, inocula-se a levedura selecionada numa proporcéao
de 8 a 12% do volume a ser fermentado mantendo na temperatura de 32 a 35° C (AMORIM et
al. 1996).

Porém, existem dois tipos de processo de fermentacdo, continuo ou descontinuo
(batelada). No processo continuo envolvem uma série de tanques de fermentagdo operando em
série, com uma recirculacao de levedura do Gltimo ao primeiro fermentador. Em geral, sistemas
continuos nem sempre tém conseguido alcancar os rendimentos obtidos por sistemas de
bateladas. A contaminacdo é mais provavel num sistema continuo e se ocorrer, as perdas sdo
altas. A fermentacdo continua atingiu um pico de 50 % da producdo do Brasil, mas
subsequentemente caiu a cerca de 25 %. A fermentacdo de bateladas € uma opc¢do mais segura,
mas a longo prazo, com melhores sistemas de controle e medicéo, a fermentacao continua pode
vir a ser o melhor sistema (CNPEM, 2017; REIN, 2013).

O sistema de fermentacdo em bateladas que € o utilizado em fermentac6es de opera sem
recirculacdo de levedura. Cada batelada pode ser iniciada com levedura nova, ou com mais
frequéncia certa quantidade de levedura é retirada de uma batelada anterior para ser usada como
levedura de semente num tanque de propagacéo de fermento. Cada batelada € iniciada num pré-
fermentador, no qual ar é injetado para a fase de crescimento aerdbico e na qual o pH é ajustado
e os nutrientes sdo adicionados (REIN, 2013).

A concentracdo de levedura tem de estar no nivel correto antes da passagem para um
dos fermentadores principais. A alimentag&o € adicionada aos fermentadores progressivamente
a medida que o acUcar fermenta. A velocidade na qual a alimentacéo é adicionada determina a
concentracdo de acgucares. Este procedimento € comumente referido como um sistema de
alimentacdo em batelada (REIN, 2013).

O sistema tradicional para a producdo de etanol combustivel praticado no Brasil é o
sistema Melle-Boinot, pelo qual a levedura é continuamente separada do mosto fermentado em
centrifugas tipo disco de alta velocidade e recirculado de volta a fermentagéo. Este sistema

também € utilizado em usinas de milho, pois tem a vantagem significativa devido a que a
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concentracdo de levedura pode ser mantida alta em cerca de 800 x 106 células/mL, propiciando
velocidades de fermentagéo elevadas, e por isso, volumes de fermentacdo menores; volume de
fermentador de 6-8 m3 para cada m3/dia etanol produzido é comum. Os tempos de fermentagéo
sdo baixos, menos do que 12 h e atingindo em média cerca de 8,5h, por causa da alta
concentracédo de levedura. Além disso, menos é consumido carboidrato para produzir a levedura
e, portanto, pelo menos teoricamente, isto resulta em rendimentos de fermentagio maiores. E
necessario limitar a contaminacdo bacteriana através de lavagem da levedura com acido, e a
adicdo ocasional de antibioticos é necessaria (REIN, 2013).

Uma das principais caracteristicas da fermentacdo em batelada € o seu volume, que
permanece constante, tendo em vista que ndo ha adicao de solugdes para o controle do processo
e nem perdas de material por evaporacdo (CNPEM, 2017).

2.6 Destilacdo

No processo de producdo de etanol de milho, a destilacdo ocorre com a levedura e 0s
grédos de milhos triturados que ficaram em suspensdo. Na sequéncia, a vinhaca (que tem esses
materiais) é filtrada para recuperacdo de um sélido, o qual seré seco, originando o DDG.

Sendo assim, o vinho é centrifugado afim de separar as leveduras do vinho alcodlico, as
leveduras recebem um tratamento quimico para serem reutilizadas no processo de fermentagao
guando o processo é continuo, quando em batelada sdo utilizadas novas leveduras para o
processo de fermentacdo (PAYNE, 2010).

A seguir, o vinho alimenta & coluna de destilacdo e é iniciado o0 aquecido pelos vapores
emitidos pelo topo da coluna de vinho e a seguir pela troca de calor com a vinhaga que deixa a
coluna de destilagdo. O vinho fermentado aquecido entra no topo da coluna de destilacéo e a
vinhaca sem etanol sai pela base da coluna. Este etanol do topo da coluna de retificagdo é
produzido como uma mistura azeotropica etanol-agua de ponto de ebuli¢do constante contendo
cerca de 96 % de etanol (REIN, 2013).

Para remover a &gua remanescente, € necessario introduzir uma terceira fase no sistema,
denominada arrastadora, usualmente benzeno ou ciclohexano. Este agente arrastador forma um
azeotropo com ponto de ebulicdo menor do que o do etanol retificado e isto permite a remocao
final de 4gua. A separacdo é feita na coluna de desidratacdo da qual o etanol produzido é
removido como corrente da base da coluna (LIMA et al. 2001; REIN, 2013).
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Uma alternativa a destilacdo azeotrOpica recente e atualmente mais frequentemente
utilizada é a desidratacdo por peneiras moleculares. O etanol deixa a retificacdo na fase vapor,
¢ aquecido ainda mais com vapor, e a seguir a agua € adsorvida do vapor em leitos compactos
de zedlito. Periodicamente estes adsorventes precisam ser regenerados por inundagdo com
vapor de etanol anidro sob vacuo, que extrai a agua que é retornada a coluna de retificacdo para
recuperacao do etanol nela contido. O consumo de vapor neste Sistema consideravelmente mais
baixo (REIN, 2013).

As vantagens do processo incluem colunas menores e um consumo menor de vapor do
que na destilagdo azeotropica. Apos a destilagdo, o etanol é resfriado e bombeado aos tanques
de medico e destes aos tanques de estocagem do produto. E produzido com teor de 99,8 % de
etanol, e € desnaturado antes de ser bombeado a vagdes-tanques ou caminhdes-tanques para
transporte aos depositos das empresas distribuidoras de combustiveis. A eficiéncia da destilacdo
é normalmente muito alta e um valor de 99% é comumente assumido para a recuperagdo de
etanol na destilagdo (MOULIN et al. 1984; REIN, 2013).

As colunas de destilagdo geralmente usam pratos perfurados, ou alguma variacdo de
bandejas que tém sido convencionalmente usadas no Brasil. Os pratos perfurados tém a
vantagem de serem capazes de operar numa faixa ampla de vazdes com alta eficiéncia, e sdo
particularmente Gteis na coluna de destilacdo, porque a incrustagdo pode ser severa nesta coluna

e eles sdo mais faceis de limpar.
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CAPITULO 3 - PRODUCAO DE ETANOL E INFLUENCIADA POR DIFERENTES
HIBRIDOS DE MILHO

RESUMO

A producdo de etanol milho pode ser influenciada de acordo com o hibrido utilizado no
processamento. Uma vez que ha hibridos que tem maior produtividade de grdos em seu cultivo
e que outros possui maior eficiéncia industrial/fermentativa. Portanto o objetivo do trabalho foi
avaliar os reflexos do processamento de trés hibridos de milho na produgdo de etanol. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des. Os hibridos
utilizados foram milho da Dekalb 636, Pioneer 3754 e Syngenta 8454, 0os mesmos foram
triturados e imersos em agua acidulada com adicdo da enzima a-amilase, em seguida, o material
foi aquecido a 100° C por 1 hora. As pastas foram resfriadas a temperatura ambiente, filtradas
em peneira de 20 mashes e ajustadas o °Brix para 16° e o pH para 4,5, originando 0 mosto. Os
mostos foram inoculados com a levedura industrial TR (Thermo-Resistente da LNF) com a
adicdo da enzima glucoamilase. As fermentacdes foram mantidas em B.O.D. a 33°C. Ao longo
do processo fermentativo foi avaliado o desenvolvimento fisioldgico da levedura, as pastas,
mostos e vinhos foram avaliados quimico tecnologicamente. ApOs este procedimento,
observou-se que o0 processo de cozimento e hidrélise resultou em pasta com teor de °Brix
similares para os hibridos Dekalb e Syngenta. A pasta do hibrido Syngenta apresentou valor de
14,6% de Acucares Redutores Totais, o dobro de &cidos organicos e maior teor de amido na
pasta. Quanto a fisiologia da levedura em relacdo aos trés hibridos de milho, ndo houve
diferenca significativa no inicio e nem do final da fermentac&o. O teor alcodlico e o glicerol
obtidos pela fermentacdo de mostos de diferentes hibridos de milho, verificou-se que ndo houve
diferenca significativa entre esses parametros. Dessa forma, conclui-se que a producdo de
etanol é influenciada pelos grdos de hibridos de milho processados, sendo 0 maior impacto
ocorrendo no processo de hidrolise e para os trés hibridos avaliados, ndo afetaram a levedura
na fermentacg&o e no teor de alcoolico.

Palavras-chave: Bioenergia. Fermentagdo. Hidrolise enzimatica. Saccharomyces cerevisiae.
Zea mays.
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ETHANOL PRODUCTION IS INFLUENCED BY DIFFERENT CORN HYBRIDS

ABSTRACT

The production of ethanol corn can be influenced according to the hybrid used in the processing.
Since there are hybrids that have higher grain productivity in their cultivation and others have
higher industrial/fermentation efficiency. Therefore, the objective of this study was to evaluate
the effects of the processing of three corn hybrids in the production of ethanol. The
experimental design was entirely randomized, with four repetitions. The hybrids used were
Dekalb 636, Pioneer 3754 and Syngenta 8454 corn, which were ground and immersed in
acidulated water with the addition of the enzyme a-amylase, then the material was heated at
100° C for 1 hour. The pastes were cooled to room temperature, filtered through a 20 mashes
sieve and adjusted the °Brix to 16° and the pH to 4.5, originating the must. The musts were
inoculated with industrial yeast TR (Thermo-Resistant from LNF) with the addition of the
enzyme glucoamylase. Fermentations were maintained in B.O.D. at 33°C. Throughout the
fermentative process the physiological development of the yeast was evaluated, the pastes,
musts and wines were evaluated chemically technologically. After this procedure, it was
observed that the cooking and hydrolysis process resulted in pulp with similar °Brix content for
Dekalb and Syngenta hybrids. The Syngenta hybrid pulp showed a value of 14.6% of Total
Reducing Sugars, twice as much organic acids, and higher starch content in the pulp. As for the
physiology of the yeast in relation to the three corn hybrids, there was no significant difference
at the beginning and at the end of the fermentation. The alcohol content and glycerol obtained
by fermenting musts of different corn hybrids, it was verified that there was no significant
difference between these parameters. Thus, it can be concluded that the ethanol production is
influenced by the grains of corn hybrids processed, with the greatest impact occurring in the
hydrolysis process and for the three hybrids evaluated, they did not affect the yeast in the
fermentation and in the alcoholic content.

Keywords: Bioenergy. Enzymatic hydrolysis. Fermentation. Saccharomyces Cerevisiae. Zea
mays.
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1. INTRODUCAO

O processamento do milho no Brasil para producéo de etanol, tem ocorrido em usinas
dedicadas, podendo incluir etapas para obtencdo de Oleo, xarope e DDG (dried distillers
grains); ou ainda em plantas anexas as usinas canavieira, sendo essas operadas na entressafra
da cana-de-acgucar, em plantas denominadas “Usinas Flex” (DONKE et al. 2016).

Esse processo, vém crescendo ano a ano, sendo que na safra 2020/2021 foram
produzidos 2,7 bilhdes de litros, e a estimativa para a safra 2021/2022 é de 3,5 bilhGes de litros
(CONAB, 2021). A estimativa € que a producdo quintuplique até 2030, em decorréncia de
legislacdo ambiental vigente no Brasil, denominada RENOVABIO, que incentiva a bioenergia
(CONAB, 2021).

Entretanto, os grdos de milho utilizados para producdo de etanol provém das
cultivares/variedades/hibridos historicamente cultivados no Brasil destinados a alimentacao
animal. Sendo assim, as principais caracteristicas observadas pelo produtor incluem somente
aspectos agronémicos, ou seja, em materiais com o ciclo produtivo compativel com o manejo
de corte da planta para ensilar e em produtividade sacas/hectares (sc/ha), ndo considerando as
caracteristicas dos graos que podem afetar o processamento industrial para producéo de etanol
(VIANNA et. al. 2008; JUNIOR, 2016).

Sendo assim, com esta vasta area de hibridos, cabe estudar quais sdo 0s mais adequados
para producdo de etanol, pois, estudos demostram que ha hibridos que tem maior produtividade
de grdos em seu cultivo e que outros possui maior eficiéncia fermentativa aumentando a
quantidade de etanol produzida por tonelada de milho processada (LOZANO et. al. 2020).

Além disso, decorrente das caracteristicas dos grdos de milho, pode ter cultivares que
possuem compostos que prejudicam a acdo da enzima (&cidos, fendis, diferenca de pH) no
processo de hidrolise enzimatica, bem como inibir a fermentacdo com quantidades elevadas de
acidos e fenois (MESSIAS et. al. 2016).

Portanto, neste projeto foi escolhido trés hibridos decorrente da disponibilidade da
regido de Frutal-MG, Brasil, sendo o hibrido Dekalb 636, é o mais cultivado na regido devido
ao seu desempenho agronémico (sacas/hectare), o hibrido Pioneer 3754 com desempenho
similar ao Deklab e o da Syngenta 8454 um novo hibrido no mercado regional.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar os reflexos do processamento de trés

hibridos de milho na producéo de etanol.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Ciéncias Ambientais da Universidade do
Estado de Minas Gerais, localizada no municipio de Frutal-MG, Brasil. Os gréos de milho
foram obtidos em unidade produtora de Planura-MG (Longitude 20°02°19.8”S e Latitude
48°39’15.9”W), os quais foram colhidos mecanicamente no dia 08 de agosto de 2019, quando
apresentavam entre 120 e 150 dias de cultivo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des. Os
tratamentos foram constituidos por 3 hibridos de milho (Dekalb 636, Pioneer 3754 e Syngenta
8454), colhidos mecanicamente quando a umidade estava abaixo de 20%. A escolha dos
hibridos foi em funcdo de serem os mais plantados e cultivados nas areas comerciais da regido
de Frutal-MG. Apds a colheita, os grdos foram dispostos em estufa a 45° C por 10 dias, para
igualar a umidade de todos em 15%.

A seguir, as amostras foram trituradas em triturador forrageiro, seguido de peneiramento
até granulometria inferior a 2,00 mm. Os grédos triturados foram imersos em agua acidulada (pH
5,5) na proporgdo de 250 g.L. No béquer foi dosado 0,05 mL da quantidade de enzima
necessaria para adiantar a “gelatinizacdo” do amido (processo de liquefacdo), inibindo a
solidificacdo da amostra, este material foi aquecido a 100° C por 1 hora, formando uma pasta.
Na sequéncia, a pasta foi resfriada a 80-90°C e dosado 0,1mL de enzima permanecendo em
agitacdo constante de 300 rpm. Em ambas as dosagens, foi dosado a enzima a-amilase
(LpHera® Novozymes) na proporcdo de 300 KNU.g! de amido, a fim de hidrolisar esse
composto em moléculas de glicose (BOTHAST; SCHLICHER, 2004; LNF, 2021; NOGUEIRA
etal. 2017).

As pastas foram resfriadas a temperatura ambiente e filtradas em peneira de 20 mashes
(Figura 1). O °Brix foi quantificado e ajustado para 16° Brix com agua destilada, ja o pH foi

ajustado para 4,5 utilizando acido sulfdrico 10N, originando o mosto.
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Figura 1 — Filtracdo da pasta ap0s dsé

Os mostos foram inoculados com a levedura industrial TR (Thermo-Resistente da LNF)
utilizada propriamente para fermentacdo de mostos de milho, na concentracdo de 10% do
volume a ser fermentado (400 mL de mosto para 40 g de levedura) com a adicao de 0,2 mL da
enzima glucoamilase (AML 300L Novozymes) para sacarificar a amostra. As fermentacoes
foram mantidas em B.O.D. (Biochemical oxygen demand) a 33°C (LNF, 2021).

Ao longo do processo fermentativo foi avaliado o desenvolvimento fisiolégico da
levedura, através de analises microscopicas propostas por Lee et al. (1981), sendo estas:
viabilidade celular, brotamento e viabilidade de brotos.

Concluido o processo fermentativo (Brix menor ou igual a 1, ou estabilizacdo na leitura
de Brix em intervalo de 1 hora), foi realizada a centrifugacdo do material fermentado, a fim de
se separar as leveduras do vinho.

Na pasta e no mosto, foram avaliados os seguintes pardmetros: °Brix, Agucares
Redutores Totais (ART), pH, Acidez Total (CTC, 2005), Compostos Fendlicos Totais (FOLIN;
CIOCALTEU, 1927) e Amido (CHAVAN et al. 1991). Para o vinho, avaliou-se 0 °BriXx,
Acucares Redutores Residuais Totais (ARRT), pH, Acidez Total, Amido, Glicerol e Teor
Alcodlico (CTC, 2005).

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F, e as médias
comparadas segundo teste de Tukey (5%), utilizando-se o programa AGROESTAT®
(BARBOSA; MALDONADO, 2015).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores médios obtidos para °Brix, Acucares
Redutores Totais (ART), pH, Acidez Total, Compostos Fendlicos e Amido da pasta de milho
obtidos de trés hibridos de milho.

Observou-se que o0 processo de cozimento e hidrélise resultou em °Brix similares para
os hibridos Dekalb e Syngenta, da ordem de 19%. Entretanto, deve-se destacar que embora o
hibrido Dekalb tenha tido elevado teor de sélidos solUveis, apenas 58% desses solidos eram
compostos por glicose, frutose ou sacarose, ao contrario do Syngenta que a proporcao é de 75%.
Neste sentido, deve-se destacar ainda que os procedimentos adotados apenas extrairam 16% de
°Brix, que continha 57% de agUcares em sua constituicdo. Esse fator pode estar relacionado a
quantidade de amido no gréo, ou ainda, a enzima que pode apresentar comportamento diferente
decorrente aos varios tipos de hibridos de milho, mas para afirmar esta tese é necessarios outros
estudos. Esses valores diferiram dos obtidos por Lozano et al. (2020), que observaram que trés
hibridos Dow obtiveram 13% de °Brix com teores de agUcares acima de 95% do total de sélidos.
Entretanto, deve-se destacar que o °Brix e o0 ART do hibrido Dekalb foram maiores que 0s

determinados pelos autores.

Tabela 1 — Valores médios obtidos para °Brix, Aclcares Redutores Totais (ART), pH,
Acidez Total, Compostos Fendlicos Totais e Amido da pasta de milho obtido
de trés hibridos

Acidez Compostos

Hibridos Brix ART pH Total Fendlicos Amido
(%) (%) 1 1 (%)
(9.L7) (mg.L™)
Dekalb 19,6A  11,4B 5,8A 0,62B 336A 0,33B
Pioneer 16,6B 9,5C 5,6B 0,62B 249B 0,27B
Syngenta 19,4A 14,6A 5,6B 1,26A 324A 0,45A
DMS 0,01 0,1 0,03 0,08 0,07 0,01
Ccv 0,46 2,07 0,75 13,92 1,03 1,00

Teste F 10,24** 70,51** 21,27**  462,88** 11,53** 62,86**

Legenda: Letras diferem na coluna segundo teste de Tukey (5%). %). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio minimo significativo. CV — Coeficiente de Variacao.
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Importante observar que além de ART, o hibrido Syngenta também extraiu o dobro de
acidos dos gréos. Esse parametro € importante se determinar pois elevados valores podem afetar
a fisiologia da levedura durante o processo fermentativo, podendo resultar em morte celular
(WALKER, 1998). Tambem foram determinadas diferencas para o pH, que foi superior para o
DKL. Esses teores foram dentro do esperado, uma vez que a &gua utilizada para extragdo
apresentava pH de 5,5.

Nesse mesmo contexto, 0 cozimento e hidrdlise dos grdos Syngenta também resultaram
em maior teor de amido na pasta em relacdo aos demais. Embora tenha sobrado amido ap6s o
cozimento, pode-se inferir que essas moléculas sdo maltodextroses que ndo séo quebradas pela
enzima alfa amilase (JACQUES et. al. 1999). Esse processo de conversdo devera ocorrer
somente durante a fermentacdo quando sera inserido a enzima amiloglucosidase. Entretanto,
interessante constatar que hibridos diferem no teor de agUcares do seu grao.

Para os compostos fendlicos, o hibrido da Pioneer apresentou valor inferior a 300 mg.L"
! enquanto os hibridos Dekalb e Syngenta apresentaram teores entre 320 e 340 mg.LL. O
experimento constata que os graos de milho apresentam fenois em sua constituicdo. Entretanto,
deve-se destacar que os teores sdo inferiores aos observados para o caldo de cana por Costa et
al. (2016), que determinaram teores da ordem de 406 mg.L™ para caldo da variedade de cana
CTC5. Cabe ressaltar que valores acima de 300 mg.L™1 interferem na fisiologia da levedura
durante o processo de fermentagdo (MESSIAS et. al. 2016).

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores obtidos para Acidez Total, Compostos
Fendlicos e Amido do mosto de milho obtidos de trés hibridos de milho. Deve-se destacar que
0 °Brix e o pH foram ajustados para 16° e 4,5 respectivamente para todos os tratamentos.

Observou-se que o comportamento desses compostos foi similar aos ja observados na
pasta, com maiores teores de acidez e amido para o hibrido Syngenta em relacdo aos demais, ja
0s compostos fenolicos se mantiveram em valores abaixo de 300 mg.L™, lembrando que valores

superiores podem afetar o processo de fermentacdo (MESSIAS et al., 2016).
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Tabela 2 — Valores obtidos para Acidez Total, Compostos Fendlicos
Totais e Amido do  mosto de milho obtido de trés

hibridos
Hibridos Acidez Total Compostos Fenodlicos Amido
(gL (mg.L?) (%)
Dekalb 0,86 253 0,21
Pioneer 1,10 248 0,26
Syngenta 1,23 247 0,40

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas Tabelas 3 estfo apresentados os valores médios para viabilidade celular, indice de
Brotamentos e Viabilidade de Brotos da levedura Thermo-Resistente (TR), no inicio e final da
fermentacao do mosto de milho obtido de trés hibridos.

Observando-se a viabilidade celular no inicio e final da fermentacéo, os valores médios
para os trés hibridos foram superiores a 92,5%. Esses valores foram superiores ao encontrado
por Mutton et. al. (2017) em mosto de caldo de cana. Esses resultados sdo importantes, pois
Amorim et al. (1996) afirmam que para a fabrica possuir rendimentos elevados é necessario
que a quantidade de células vivas seja superior a 85%.

Para o indice de brotamento, no inicio e do final da fermentacdo, os valores foram de
7,9 a 12,1,% para os trés hibridos, se enquadrando aos de Amorim et al. (1996), que a
fermentacdo etanolica deve apresentar valores de indice de brotamento entre 3 a 16%, para
haver renovacdo de células novas dentro das dornas de fermentacao.

Avaliando os valores médios para a viabilidade de brotos, no inicio e no final da
fermentacao, se mantiveram acima de 93,8%.

De modo geral, analisando estes parametros ndo houve diferenca significativa no inicio
e nem do final da fermentacdo em mosto de milho para os trés hibridos. Esse comportamento
também foi obtido por Lozano et al. (2020), que estudando a fermentacédo de diferentes hibridos
Dow, verificou dados elevados para todos os parametros. Entretanto, os autores trabalharam

com a levedura BG-1, recomendada para caldo de cana-de-aguUcar.
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Tabela 3 — Valores médios obtidos para Viabilidade Celular, indice de Brotamentos
Viabilidade de Brotos da levedura TR, no inicio e final da fermentacdo do
mosto de milho obtido de trés hibridos

Viabilidade Celular Brotamentos Viabilidade de Brotos
Hibridos (%) (%0) (%)
Inicio Final Inicio Final Inicio Final
Dekalb 95,2 92,5 9,4 9,4 100 95
Pioneer 96,5 95,2 12,1 11,9 97,5 93,8
Syngenta 94,7 94,1 7,9 11,8 97,5 100
DMS 0,06 0,63 0,21 0,01 72 11
CcVv 0,69 1,73 7,6 1,15 11,58 19,71
Teste F 0,38ns 0,90ns  1,75ns 0,51ns 0,50ns 0,91ns

Legenda: Letras na coluna diferem de acordo com teste de Tukey (5%). %). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio minimo significativo. CV — Coeficiente de varia¢do. ns — ndo significativo.

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores médios para °Brix, Ac¢lcares Redutores
Residuais Totais (ARRT), pH, Acidez Total e Teor de Amido do vinho obtido através da
fermentacao de mosto de milho obtido de trés hibridos.

Considerando-se o °Brix os valores foram de 0% para os trés hibridos. Deve-se destacar
que a levedura assimilou todos os agucares presente no mosto.

Comportamento similar foi determinado para a analise de agucares redutores residuais
totais (ARRT), que indicou que os sélidos sollveis presentes no mosto foram assimilados pela
levedura Thermo-Resistente eram acgucares.

Porém deve-se destacar que o °Brix e 0 ARRT encontrados foram similares aos obtidos
em fermentacdo de caldo de cana, uma vez que Montijo et al. (2014), Macri et al. (2014) e
Masson et al. (2015) determinaram °Brix inferior a 1% e ARRT variando entre 0,1 e 0,4%.

Considerando-se 0 pH e a Acidez Total, observaram-se diferengas para todos 0s
parametros avaliados. O hibrido Dekalb foi o que mais utilizou acglcares para a formacao de
acidos organicos, enquanto o hibrido da Syngenta resultou num vinho mais &cido decorrente da
analise da acidez total. Cabe destacar que os valores determinados também foram similares aos
obtidos em fermentacdo de caldo de cana (MONTIJO et al. 2014).

Observando-se os teores de amido, para os trés hibridos avaliados, os valores médios

foram praticamente nulos, o que significa que a enzima aplicada no experimento hidrolisou
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todas as moléculas de amido presente no mosto, cabe ressaltar que para o hibrido Dekalb e
Syngenta ambas ndo apresentaram diferenca significativa.

Tabela 4 — Valores médios obtidos para Brix, Acucares Redutores Residuais Totais
(ARRT), pH, Acidez Total e Amido do vinho obtido da fermentacéo de
mosto obtido de trés hibridos de milho

" °Brix  ARRT Acidez A
Hibridos (%) (%) pH (-gotall) (%()10
Dekalb 0 0,22B 3,0C 4,04B 0,004B
Pioneer 0 0,32A 3,6A 3,86C 0,009A
Syngenta 0 0,12C 3,3B 4,98A 0,005B

DMS - 28,66 0,02 0,01 256,27

Cv - 24,25 1,10 0,96 5,85

Teste F - 66,94** 148,27** 143,42**  8,42**

Legenda: Letras na coluna diferem de acordo com teste de Tukey (5%). %). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio minimo significativo. CV — Coeficiente de variacao.

Considerando o teor alcodlico e o glicerol obtidos pela fermentagdo de mostos de

diferentes hibridos de milho, verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre esses
parametros (Figura 1). Esse comportamento é importante, pois demonstra que os hibridos
avaliados ndo influenciaram sobre o desempenho fermentativo da levedura TR.
Esse comportamento também j& havia sido detectado por Lozano et al. (2020), de modo que
esse trabalho corrobora com a tese de que o desempenho agrondémico do hibrido pode ser
considerado decorrente da sua produtividade no campo, uma vez que O processamento
industrial ndo foi afetado.

Outro ponto a se destacar s&o os valores determinados para esses dois indices, que foram
similares aos obtidos em fermentagOes utilizando caldo de cana. Mutton et. al., (2019)
demonstraram que fermentagdes industriais de caldo de cana podem resultar em em vinhos com
teores alcoolicos de 6 a 7%, e concentracdo de glicerol de 0,35 a 0,4%.

Os autores indicam ainda que a producédo de glicerol pela levedura consome agucares
do mosto que poderiam ser direcionados para a producdo de etanol. Entretanto, esse processo
ocorre com o intuito de regeneracdo do NAD durante a assimilacdo de acucares, possibilitando

a producdo de ATP durante a fermentacdo. Nesse processo, deve-se destacar ainda que
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situagdes especificas do substrato podem induzir aumento da producédo de glicerol, tais como
velocidade de alimentacdo da dorna (MUTTON et al., 2019), microrganismos contaminantes
(CAMOLEZ; MUTTON, 2004) e excesso de sais inorganicos no meio (WALKER, 1998).
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Figura 2 — Valores médios obtidos para teor alcodlico e glicerol (%)
dos vinhos obtidos de diferentes hibridos de milho. Teste
F néo significativo

4. CONCLUSAO

Conclui-se que a producdo de etanol é influenciada pelos grdos de hibridos de milho
processados, sendo 0 maior impacto ocorrendo no processo de hidrélise. No presente estudo, o
processamento do hibrido Syngenta 8454 resulta em maior teor de aclcar na pasta, e para 0s

trés hibridos avaliados, ndo afetaram a levedura na fermentacgéo e no teor alcodlico.
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CAPITULO 4 - TEMPO E TEMPERATURA DE ARMAZENAMENTO DOS GRAOS
DE MILHO AFETAM AS CARACTERISTICAS DA PASTA PARA PRODUCAO DE
ETANOL

RESUMO

No Brasil, ha poucas informacdes referente aos impactos que podem ser causados na producgéo
de etanol de milho devido ao periodo e temperatura de armazenamento dos gréos de milho.
Pois, 0 armazenamento esta diretamente relacionado com a qualidade dos gréos e a temperatura
é um dos principais fatores que interferem durante o armazenamento, acelerando as reacoes
bioquimicas e metabdlicas dos grdos. Desta maneira, 0 objetivo do trabalho foi avaliar o tempo
e a temperatura de armazenamento de graos de milho sobre as caracteristicas da pasta, e sobre
0 processo fermentativo para producéo de etanol. O delineamento experimental foi em parcelas
subdivididas, com quatro repeticbes. Os tratamentos principais foram por 5 tempos de
armazenamento e o0s tratamentos secundarios foram compostos por 3 temperaturas de
armazenamento. Para cada época avaliada, os grdos foram triturados, peneirados e imersos em
agua acidulada. O material foi aquecido a 100°C por 1 hora, nesta etapa foi dosado enzima a-
amilase. As pastas foram resfriadas a temperatura ambiente, filtradas em peneira e ajustado o
°Brix para 16° e o pH para 4,5. Essas foram submetidas a inoculacdo pela levedura Thermo-
resistente (LNF), onde adicionou-se enzima glucoamilase. As fermentacGes foram mantidas em
B.O.D. a 33°C e no final da fermentacdo, realizou-se processo de centrifugacdo para
recuperacdo da levedura e separacao vinho. Ao longo do processo fermentativo foi avaliado a
viabilidade celular, brotamento e viabilidade de brotos da levedura, as pastas, mostos e vinhos
foram avaliados quimico tecnologicamente. Considerando as pastas obtidas, observou-se que a
temperatura de armazenamento dos graos ndo influenciou o teor de °Brix. Esses resultados sdo
importantes, pois demonstram que o teor de carboidratos ndo foi afetado negativamente pelas
condicdes de armazenamento dos grdos. Considerando os aspectos microbiolégicos durante o
processo fermentativo, verificou-se que ndo houveram diferencas significativas entre os
tratamentos estudados. E a temperatura de armazenamento, de modo geral, ndo foi observado
diferencas entre os tratamentos. Sendo assim, conclui-se que as temperaturas de
armazenamento dos graos de milho ndo influenciam sobre a fisiologia da levedura e o tempo
de armazenamento por mais de 90 dias diminui significativamente o teor alcodlico do vinho.

Palavras-chave: Biocombustiveis. Bioenergia. Processo fermentativo. Zea mays.
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CORN GRAIN STORAGE TIME AND TEMPERATURE AFFECT PASTE
CHARACTERISTICS FOR ETHANOL PRODUCTION

ABSTRACT

In Brazil, there is little information regarding the impacts that can be caused in the production
of corn ethanol due to the storage period and temperature of corn grains. Because storage is
directly related to the quality of grains and temperature is one of the main factors that interfere
during storage, accelerating the biochemical and metabolic reactions of grains. Thus, the
objective of this study was to evaluate the time and temperature of corn grain storage on the
characteristics of the paste, and on the fermentative process for ethanol production. The
experimental design was in subdivided plots, with four repetitions. The main treatments were
for 5 storage times and the secondary treatments were composed of 3 storage temperatures. For
each time period evaluated, the grains were crushed, sieved, and immersed in acidulated water.
The material was heated at 100°C for 1 hour, at this stage a-amylase enzyme was dosed. The
pastes were cooled to room temperature, filtered through a sieve, and the °Brix was adjusted to
16° and the pH to 4.5. These were subjected to inoculation by Thermo-resistant yeast (LNF),
where glucoamylase enzyme was added. The fermentations were kept in B.O.D. at 33°C and at
the end of the fermentation, a centrifugation process was performed for yeast recovery and wine
separation. Throughout the fermentative process, cell viability, budding and bud viability of the
yeast were evaluated, the pastes, musts and wines were chemically and technologically
evaluated. Considering the pastes obtained, it was observed that the storage temperature of the
grains did not influence the °Brix content. These results are important, because they
demonstrate that the carbohydrate content was not negatively affected by the storage conditions
of the grains. Considering the microbiological aspects during the fermentation process, it was
verified that there were no significant differences among the treatments studied. And the storage
temperature, in general, was not different among the treatments. Therefore, it can be concluded
that the storage temperatures of corn grains do not influence the yeast physiology and the
storage time for more than 90 days significantly decreases the alcohol content of the wine.

Key words: Biofuels. Bioenergy. Fermentative process. Zea mays.
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1. INTRODUCAO

O etanol é um dos biocombustiveis mais utilizados atualmente em substituicdo a
combustiveis fosseis em veiculos automotores leves. Sua utilizagdo pode ser decorrente da
gueima direta nos motores, ou ainda a partir da mistura com a gasolina, resultando no aumento
de octanagem da mesma e, ao mesmo tempo, diminuindo o consumo de gasolina. Paises como
China, Unido Europeia, Colémbia, Japdo e Angola ja apresentam mistura de 10% de etanol a
gasolina, enquanto o Brasil a mistura esté na faixa de 25% (LANE, 2018).

A producdo de etanol pode ser a partir de matérias-primas agucaradas, tais como o caldo
da cana-de-acucar, beterraba acucareira, milho, mandioca e sorgo. O milho é uma das culturas
mais utilizada para essa finalidade, sendo os Estados Unidos o principal produtor de etanol a
partir dessa cultura, com producdo em 2018 da ordem de 60,5 bilhdes de litros (RFA, 2018).

Essa cultura vem sendo implementada em paises que até entdo apresentavam tradicao
no processamento da cana-de-acUcar para producdo de etanol, como é o caso do Brasil. Esse
pais destaca-se por ser o segundo maior produtor de etanol com 30 bilhdes de litros produzidos
em 2018 originados da cana-de-acUcar. Entretanto, apresenta déficit entre a producdo desse
biocombustivel e o consumo do mesmo no mercado interno, obrigando o pais a utilizar novas
matérias-primas para produzir etanol, como o milho (UNICADATA, 2019).

A producdo dessa matéria-prima vem sendo realizada em areas dedicadas a apenas
plantio de grdos, ou ainda em rotacdo a cana-de-acUcar nas areas de renovacdo de canaviais
(SANTOS et al. 2019). O processamento dos graos ocorre em usinas dedicadas a produgéo de
etanol de cereais, ou ainda em usinas denominadas “flex”, que processam cana-de-agucar
durante a safra (outono a primavera) e milho durante a entressafra (verdo) (PARAGINSKI,
2014). Para que essa dinamica ocorra, obrigatoriamente os grdos produzidos ao longo do ano
tém que ser armazenados em silos ao longo do ano.

Embora esse processo vem sendo utilizado no Brasil, ha poucas informagdes referentes
aos impactos causados na fermentagdo decorrente do periodo de armazenamento dos graos,
bem como a producdo de etanol em vista do clima da regido de instalacdo das industrias
podendo ocorrer alteracdo no rendimento decorrente da temperatura de armazenamento dos

gréos de milho.
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Pois, a qualidade de armazenamento esta diretamente relacionada com a qualidade
inicial dos gréos, no entanto durante o periodo de armazenamento os gréos sdo influenciados
por fatores como temperatura, umidade dos grdos, umidade relativa do ar, atmosfera de
armazenamento, presenca de micro-organismos, insetos, acaros e tempo de armazenamento,
fatores esses que podem influenciar negativamente no rendimento da producdo de etanol
(REED et al., 2007; PARK et al., 2012; PARAGINSKI et al., 2014).

A temperatura € um dos principais fatores que interferem na qualidade dos graos durante
0 armazenamento, acelerando as reacfes bioquimicas e metabolicas dos graos, pelas quais
reservas armazenadas em seu tecido sdo utilizadas, dessa forma, ocorrendo diminuicdo de
carboidratos.

O armazenamento de grdos de milho é amplamente utilizado no Brasil, pois facilita a
logistica de distribuicdo, e ainda auxilia a comercializacdo em épocas em que 0 preco da saca
esta favoravel tanto no mercado nacional quanto internacional. Os grdos podem permanecer
nos silos por mais de 360 dias (ACOSTA et al. 2016). Entretanto, esse processo considera a
comercializacdo do milho para a industria de racdo animal ou exportacdo. Para a producédo de
etanol a partir desta matéria-prima, o tempo de armazenamento pode afetar as caracteristicas
quimicas do grdo, podendo impactar no processo de hidrélise do amido, ou ainda no processo
fermentativo (ACOSTA et al. 2016; CAMARGO et al., 2014).

Essas condicBes podem resultar em alteracdes fisioldgicas do milho (SBRUSSI;
ZUCARELI, 2015), podendo resultar na producdo de compostos que podem inibir a levedura
durante o processo fermentativo (MESSIAS et al. 2016). Assim, se faz necesséario o estudo de
temperaturas de armazenamento dos graos e os reflexos sobre o teor de agUcares extraidos e 0
desempenho da fermentacéo etandlica.

Desta maneira, 0 objetivo do trabalho foi avaliar o tempo e a temperatura de
armazenamento de grdos de milho sobre as caracteristicas da pasta, e sobre o processo

fermentativo para producéo de etanol.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

O experimento foi instalado no Laboratdrio de Ciéncias Ambientais da Universidade do
Estado de Minas Gerais, localizada no municipio de Frutal-MG.

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas, com quatro repetigdes. Os
tratamentos principais foram representados por 5 tempos de armazenamento (30; 60; 90; 120 e
180 dias); enquanto os tratamentos secundarios foram compostos por 3 temperaturas de

armazenamento (25, 35 e 45°C).

2.2 Preparo da pasta

Os gréos de milho foram obtidos de &reas comerciais de Frutal-MG, Brasil, originario
do hibrido Dekalb 636, escolhido devido ao seu desempenho agronémico na regido em termos
de produtividade, sendo colhidos mecanicamente quando a umidade estava abaixo de 20%.
Apos a colheita, os grdos foram dispostos em estufa de circulacdo a 45°C por 10 dias, para
igualar a umidade de todos em 15%. Ap0s este periodo as amostras foram armazenadas em
ambientes de condicdo de temperatura controlada em 25°, 35° e 45°C, simulando um silo de
armazenamento de grdos, por 30, 60, 90, 120 e 160 dias apds a colheita.

Para cada época avaliada, os grdos foram triturados e peneiradas até granulometria
inferior a 2,00mm e imersos em &gua acidulada (pH 5,5) na proporcéo de 250 g.L*. O material
foi aquecido a 100°C por 1 hora, formando uma pasta. Nesta etapa foi dosado 0,05 mL da
enzima a-amilase (LpHera® Novosymes), quantidade de enzima necessaria para adiantar a
“gelatinizagdo” do amido, inibindo a solidificacdo da pasta, na sequéncia, a pasta foi resfriada
a 80-90°C e dosado 0,1mL de enzima, somando ambas as dosagens, a propor¢do foi de 300
KNU.g? de amido, a fim de hidrolisar esse composto em moléculas de glicose (BOTHAST;
SCHLICHER, 2004; LNF, 2021; NOGUEIRA et al. 2017).

Na pasta, avaliou-se o °Brix, Acucares Redutores Totais (ART) e Amido (CHAVAN et
al. 1991).

2.3 Preparo do mosto e fermentacéo
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As pastas foram resfriadas a temperatura ambiente (25°C), filtradas em peneira de 20
mashes e ajustadas a pH para 4,5 (&cido sulfarico 10N), originando o mosto. Essas foram
submetidas a inoculacédo pela levedura Thermo-resistente (LNF) utilizada para fermentacdo de
mostos de milho, na proporcao de 40g de levedura Umida para 400mL de mosto, Também
adicionou-se 0,2 mL da enzima glucoamilase (AML 300L Novozymes). As fermentacoes
foram mantidas em B.O.D. a 33°C (Figura 1A). Quando o °Brix foi menor ou igual a 1%,
realizou-se processo de centrifugacdo para recuperacao da levedura e reutilizacdo no projeto e
separacdo vinho (Figura 1B) (LNF, 2021).

No inicio (40 minutos ap6s inoculacdo do fermento) e final do processo fermentativo,

avaliou-se a viabilidade celular, brotamento e viabilidade de brotos (LEE et al. 1981).

O vinho foi caracterizado quanto ao °Brix, AcUcares Redutores Residuais Totais
(ARRT), pH, Glicerol e Teor Alcodlico (CTC, 2005).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias
comparadas segundo teste de Tukey (5%), utilizando-se o programa AGROESTAT®
(BARBOSA; MALDONADO, 2015).
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3. RESULTADOS

O primeiro passo foi caracterizar a pasta de milho obtida a partir do processamento do
milho armazenado por 6 diferentes épocas, em 3 temperaturas. Para isso, avaliou-se 0 °Brix
(Tabela 5), ART (Tabela 6) e Amido (Tabela 7) das pastas. Em aspectos gerais, verificou-se

que essas variaveis ndo influenciaram as caracteristicas da pasta.

Tabela 1 — Interacdo entre tempo e temperatura de armazenamento dos gréos sobre
0 °Brix da pasta

Dias de Temperatura de Armazenamento (°C)
Armazenamento 25 35 45 P
30 21,6 Aa 19,8 Aa 20,7 Aa 0,07
60 19,6 ABa 19,0 ABa 20,4 Aa 0,20
90 20,3 Aa 20,2 Aa 19,6 ABa 0,64
120 17,7 Ba 17,8 Ba 18,0 Ba 0,90
180 20,1 Aa 21,0 Aa 20,9 Aa 0,48
P 0,01 0,01 0,01

Legenda: Valores diferem de acordo com teste de Tukey (5%). Letras mailsculas comparam coluna. Letras
minusculas comparam linhas.

Tabela 2 — Interacdo entre tempo e temperatura de armazenamento dos graos sobre 0s
acucares redutores totais da pasta

Dias de Temperatura de Armazenamento (°C)
Armazenamento 25 35 45 P
30 11,0BCa 11,7Aa 11,4BCa 0,57
60 12,0ABa 11,3Aa 11,2Ca 0,34
90 11,4Ca 12,8Aa 13,7Aa 0,01
120 11,7ABCa 11,9Aa 12,8ABa 0,10
180 13,1Aa 12,3Aa 12,0BCa 0,14
P 0,01 0,06 0,02

Legenda: Valores diferem de acordo com teste de Tukey (5%). Letras mailsculas comparam coluna. Letras
minusculas comparam linhas.
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Tabela 3 — Interacdo entre tempo e temperatura de armazenamento dos grédos sobre o
teor de amido (%) da pasta

Dias de Temperatura de Armazenamento (°C)
Armazenamento 25 35 45 P
30 0,31 Aa 0,22 Cb 0,38 Aa 0,01
60 0,23 Aa 0,24 ABCa 0,24 BCa 0,80
90 0,27 Aa 0,24 BCa 0,24 Ca 0,09
120 0,27 Aa 0,30 ABa 0,30 ABCa 0,65
180 0,29 Aa 0,33 Aa 0,35 ABa 0,49
P 0,21 0,01 0,01

Legenda: Valores diferem de acordo com teste de Tukey (5%). Letras mailsculas comparam coluna. Letras
minusculas comparam linhas.

Considerando os aspectos microbiologicos da levedura Thermo-Resistente durante o
processo fermentativo dos mostos de milho produzidos, observou-se que o tempo e a
temperatura de armazenamento dos graos ndo impactaram sobre a viabilidade celular, indice de
brotamentos e viabilidade de brotos, no inicio e final da fermentacdo (Figura 2), os valores

referentes aos resultados da figura 3 estdo em anexos (Tabela 8).
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Figura 2 — Resultados médios obtidos para viabilidade celular, brotamento e viabilidade
de brotos no inicio e final do processo fermentativo de pasta de milho obtida
de grdos de milho armazenados em diferentes condi¢bes. Teste F foi ndo
significativo para todos os tratamentos. (A) Viabilidade celular, (C)
Brotamento e (E) Viabilidade de brotos da levedura, no inicio e final da
fermentagdo, de mostos preparados com grdos armazenados em diferentes
tempos de armazenamento. (B) Viabilidade celular, (D) Brotamento e (F)
Viabilidade de brotos da levedura, no inicio e final da fermentacéo, de mostos
preparados com graos armazenados em diferentes tempos de armazenamento.

Ap0s caracterizacdo dos aspectos microbioldgicos da fermentagcdo do mosto preparado
a partir de gréos de milho, o préximo passo foi avaliar os metabolitos produzidos pela levedura
e 0s aspectos quimicos do vinho. Neste contexto avaliou-se o pH, ARRT, Glicerol e Teor

Alcodlico do vinho. Esses resultados estdo apresentados nas tabelas 4, 5, 6 e 7.
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Tabela 4 — Interacdo entre tempo e temperatura de armazenamento dos gréos sobre o pH

do vinho
Dias de Temperatura de Armazenamento (°C)
Armazenamento 25 35 45 P

30 3,5Aa 3.5 Aa 35Aa 0,16
60 3.2Bb 3,2Bb 3,2Ba 0,01
90 2,8 Eb 2,8 Dab 2,9 Da 0,02
120 3,0Ca 2,9Cb 3,0Ca 0,01
180 2,9 Da 2,8 Da 2,7Eb 0,01
P 0,01 0,01 0,01

Legenda: Valores diferem de acordo com teste de Tukey (5%). Letras mailsculas comparam coluna. Letras
minusculas comparam linhas.

Tabela 5 — Interacdo entre tempo e temperatura de armazenamento dos gréos sobre 0s
acucares redutores residuais totais do vinho

Dias de Temperatura de Armazenamento (°C)
Armazenamento 25 35 45 )
30 0,18 Db 0,42 Da 0,53 Ba 0,01
60 0,03 Ec 1,85 Aa 0,37 Db 0,01
90 0,98 Cb 1,45 Ba 0,44 Cc 0,01
120 1,03 Ba 0,72 Cc 0,82 Ab 0,01
180 1,27 Aa 1,18 Ba 0,84 Ab 0,01
P 0,01 0,01 0,01

Legenda: Valores diferem de acordo com teste de Tukey (5%). Letras mailsculas comparam coluna. Letras
minusculas comparam linhas.
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Tabela 6 — Interacdo entre tempo e temperatura de armazenamento dos grdos sobre o
glicerol do vinho

Dias de Temperatura de Armazenamento (°C)
Armazenamento 25 35 45 P
30 0,64 Db 0,65 Cb 0,71 Ca 0,01
60 0,70 Ca 0,68 Cab 0,65 Db 0,02
90 0,85 Ba 0,86 Ba 0,87 Ba 0,67
120 0,95 Aa 1,02 Aa 0,96 Aa 0,04
180 1,02 Aa 1,04 Aa 0,91 ABb 0,01
P 0,01 0,01 0,01

Legenda: Valores diferem de acordo com teste de Tukey (5%). Letras mailsculas comparam coluna. Letras
minusculas comparam linhas.

Tabela 7 — Interacdo entre tempo e temperatura de armazenamento dos gréos sobre o teor
alcodlico do vinho

Dias de Temperatura de Armazenamento (°C)
Armazenamento 25 35 45 =)
30 6,1 Aa 6,0 Aa 5,8 Ba 0,07
60 5,9 ABb 6,1 Aab 6,2 Aa 0,02
90 53Cb 5,8 ABa 5,5 BCab 0,01
120 5,7 Ba 5,5Ba 5,5Ca 0,20
180 5,1 Cab 51Cb 5,4 Ca 0,01
P 0,01 0,01 0,01

Legenda: Valores diferem de acordo com teste de Tukey (5%). Letras mailsculas comparam coluna. Letras
minusculas comparam linhas.

4. DISCUSSAO

Considerando as pastas obtidas, observou-se que a temperatura de armazenamento dos
grdos nao influenciou o teor de °Brix, independente do nimero de dias em que os milhos
permaneceram no estogque. Entretanto, pode-se verificar que o periodo de 120 dias de
armazenamento reduziu em até 3% o teor de sdlidos sollveis em todas as temperaturas

avaliadas.
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Comportamento semelhante foi observado para os Acucares Redutores Totais, que ndo
se alteraram em funcdo da temperatura de armazenamento. Contudo, verificou-se incremento
de ART da pasta, para grdos armazenados a 25 e 45°C por até 180 dias.

Embora o teor de aclcares ndo tenha variado de forma importante, o teor de amido da
pasta aumentou conforme o tempo de armazenamento, considerando grdos de milho
armazenados a 35 e 45°C.

Esses resultados sdo importantes, pois demonstram que o teor de carboidratos nao foi
afetado negativamente pelas condi¢des de armazenamento dos graos, possibilitando a maiores
condigdes logisticas para a agroinddstria. Alem disso, 0 aumento dessas biomoléculas com o
passar dos dias a elevadas temperaturas, pode ser decorrente da perda de umidade do gréo e
consequente concentracdo de acucares e amido. Embora esse fator ndo foi avaliado, estudos
futuros podem confirmar essa teoria.

Deve-se destacar ainda que os resultados foram superiores aos determinados por Lozano
et al. (2020), que determinaram 13% de °Brix para pastas de 3 diferentes hibridos. Entretanto,
os dados obtidos para amido e ART foram similares. Os autores trabalharam com grédos de
milho recém colhidos, demonstrando que os resultados obtidos neste ensaio indicam que o
armazenamento ndo afeta esses parametros.

Considerando os aspectos microbiolégicos durante o processo fermentativo, verificou-
se que ndo houveram diferencas significativas entre os tratamentos estudados, sendo que as
diferentes condicdes de armazenamento dos gréaos de milho ndo impactaram o desempenho da
levedura Thermo-Ressitente durante a fermentacdo. Esse resultado é importante, pois
demonstra que as possiveis alteracdes fisioldgicas que eventualmente possam ter ocorrido no
grdo de milho ndo resultaram em biomoléculas prejudiciais a levedura, tais como fendis
(MESSIAS et al. 2016) ou acidos organicos (CAMOLEZ; MUTTON, 2004).

Neste contexto, deve-se destacar ainda que os valores observados séo similares aos
determinados por Alcantara et al. (2020) e Lozano et al. (2020), que avaliando diferentes tipos
de hibridos de milho, verificaram valores superiores a 85% de viabilidade celular e de brotos,
bem como valores superiores a 10% para brotamentos para a levedura CAT-1 e BG-1,
respectivamente. Esses valores sdo considerados adequados para o processo fermentativo, uma
vez que resulta em elevados rendimentos industriais considerando a quantidade de etanol

produzido por litros de caldo processado (BASSO et al. 2016).
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Deve-se considerar ainda a particularidade do processo de fermentagdo do mosto de
milho em relagdo & cana-de-agUcar. O processo utilizado para a agroinddstria canavieira realiza
a recuperacdo do fermento por centrifugacdo antes do vinho ser encaminhado para a destilagéo.
O fermento recuperado é tratado e posteriormente reutilizado para nova fermentacao (BASSO
et al. 2011). Para o milho, o processo de recuperacdo de células de leveduras ndo ocorre, uma
vez que 0 mosto em fermentac&o apresenta sélidos em suspensao derivados dos graos que foram
triturados e posteriormente submetidos ao processo de cozimento. Essas particulas aderem-se
a levedura durante o processo de centrifugacdo convencional das industrias canavieiras,
inviabilizando o reaproveitamento do fermento.

Neste contexto, 0s processos que utilizam milho necessitam de dornas especificas para
constante crescimento de massa celular de leveduras, para que possam alimentar reatores para
fermentacdes Unicas (BOTHAST; SCHLICHER, 2004). Desta maneira, esse modelo de
producdo carece de tecnologia para remocgédo prévia de particulas em suspensdo, ou ainda de
centrifugas que sejam seletivas para fermento e particulas de milho, possibilitando reducdo de
custos e consequentes ganhos industriais no processo produtivo.

Observou-se que as fermentacOes apresentaram tempo entre 24 e 36h, resultando em
°Brix do vinho inferior a 2% (dados ndo apresentados). Esses valores sdo compativeis aos
esperados para a fermentacdo do mosto de milho (MOSIER; ILELEJI, 2020). Além disso, 0s
resultados indicam que houve metabolizacdo interessante dos aglcares presentes no mosto,
possibilitando teores alcoolicos superiores a 5%, bem como sobras de aclcares ndo fermentados
inferiores a 2%. Lozano et al. (2020) e Alcantara et al. (2020) também obtiveram teores de
etanol préximos a 5%

Embora os valores tenham sido dentro do esperado para fermentacdo alcodlica de mosto
de milho, verificou-se que o tempo de armazenamento dos grdos impactou negativamente sobre
0s metabolitos produzidos nesse processo. Neste contexto, houveram maiores sobras de
acucares, maiores teores de acidos e glicerol produzidos, e consequente reducdo do teor de
etanol conforme aumentou-se o tempo de armazenamento. Esses resultados séo interessantes,
pois divergem dos indices estudados para a pasta e para viabilidade celular; e indicam que
tempos de armazenamento dos grdos superiores a 90 dias reflete diretamente sobre o teor de
etanol recuperado.

Considerando a temperatura de armazenamento, de modo geral, ndo foi observado

diferengas entre os tratamentos para todos os pardmetros estudados. Essa informagdo também
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é importante para o setor produtivo, uma vez que indica que paises de elevada temperatura
diaria, como o caso do Brasil, ha possibilidade de armazenamento dos gréos de milho em silos
convencionais.

No caso especifico do Brasil, pode-se destacar ainda que ha viabilidade para construgéo
do modelo de producédo de “Usinas Flex”, as quais processam cana-de-acglcar durante a safra
nos meses de abril a novembro (outono ao inicio do verdo), e podem industrializar o milho
durante os meses de dezembro a fevereiro (verdo) (SILVA et al. 2020), periodo o qual ha
elevadas temperaturas e indice pluviométrico no pais que inviabilizam a colheita da cana-de-

acucar possibilitando safra de etanol durante os 365 dias do ano.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que as temperaturas de armazenamento dos grdos de milho nédo
influenciaram sobre a fisiologia da levedura nas diferentes temperaturas.

Porém, o armazenamento de grdos de milho por mais de 90 dias diminui
significativamente o teor alcodlico do vinho, aumentando as sobras de acucares e o glicerol
produzido pela levedura. Esses fatores associados (agucares e glicerol) podem reduzir o

rendimento da unidade agroindustrial.
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APENDICE

Tabela 8 — Valores médios obtidos para analises microbiologicos da levedura durante o

processo fermentativo de mosto preparado a partir de grdos de diferentes hibridos
de milho, armazenados por diferentes épocas e em diferentes temperaturas

INICIO | FINAL
VIAB. VIAB. VIAB. VIAB.
HIB. ceL. BROT. gpotos ceL.  BROT groTos
%
DKL 92 6,1 88 93 8,3 88 A
PIO 92 6,5 86 93 8,7 89 A
SYN 93 6,4 94 91 8,5 85 B
TESTE F 3,55ns 0,12ns 2,18ns 2,2ns 0,12ns 9,92*
DMS 18 1,18 3,0 26 1,29 0,3
CcV 10,35 48,1 4,35 15,31 39,4 1,38
TEMPO 2,47ns 5,76** 0,80ns 1,8ns 13,8** 63,35**
0 94 8,1 100 95 11,2 95
30 92 7,3 A 89 94 10,6 A 88 B
60 92 7.4 A 86 92 8,5 A 73C
90 94 5,3 AB 90 92 9,1 A 89 AB
120 91 6,9 AB 20 93 92A 93 A
180 93 48B 90 93 50B 94 A
DMS 27 1,33 3,1 17 1,36 0,05
CcV 12,78 41,92 4,35 7,94 33,5 1,60
TEMP. 1,01ns 0,04ns 1,53ns 0,7ns 2,58ns 1,75ns
25 93 6,2 85 92 9,2 86
35 92 6,3 92 93 8,1 88
45 93 6,4 90 93 8,2 88
DMS 16 0,84 5,2 13 0,8 0,03
CcV 12,1 41,9 3,90 9,65 31,3 1,51

Legenda: Valores diferem de acordo com teste de Tukey (5%). Letras mailsculas comparam coluna. Letras
minudsculas comparam linhas. **significativo ao nivel de 1% de probabilidade. DMS — Desvio minimo
significativo. CV — Coeficiente de variacdo. ns — néo significativo. Tempo 0 ndo foi avaliado conjuntamente com
os dados do tempo, porém esta na tabela como referencial.

HIB.: Hibridos, TEMP.: Temperatura, VIAB.: Viabilidade, CEL.: Celular, BROT.: Brotamento, DKL: Dekalb
636, P10O: Pioneer 3754, SYN: Syngenta 8454.



