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RESUMO

Nesta pesquisa foi verificada a eficiéncia de tratamento térmico UHT para
mostos a base de caldo de cana e melago, otimizado para preservacdo maxima (>
98,7%) do conteudo dos acucares sacarose, glicose e frutose causando 3
reducdes logaritmicas no micro-organismo alvo, os esporos de Geobacillus
stearothermophilus ATCC 1518. Os mostos tratados termicamente tiveram suas
caracteristicas fermentativas avaliadas utilizando as linhagens industriais de
leveduras LNF SA-1 e LNF BG-1, utilizadas na producao de bioetanol.

A eficiéncia dos processos térmicos otimizados foi avaliada em unidade
piloto de esterilizagdo continua Microthermics® com aquecimento indireto
utilizando os binémios 125°C/30s, 130°C/11s, 130°C/37s e 135°C/5s, selecionados
a partir de estudos cinéticos de destruicdo térmica dos esporos de G.
stearothermophilus ATCC 1518 nas temperaturas 98°, 110°C, 120°C, 122,5°C e
130°C e dos acgucares sacarose, glicose, frutose e acucares redutores totais, ART,
nas temperaturas 110°C, 120°C, 130°C e 140°C, utilizando como meio mosto a
21,5%Brix e pH 6. Os estudos cinéticos foram realizados em batelada com tubos
TDT, 6 mm DI x 8 mm DE x 100 mm de comprimento. O protocolo de processo
representado pelo binbmio 135°C/5s foi obtido por extrapolagdo. O processo
térmico continuo se mostrou mais eficiente que o processo predito através dos
ensaios cinéticos em batelada.

O numero de reducdes logaritmicas médio de 2,58 obtido
experimentalmente, (Ninegra-biolégico), em cada um dos protocolos de processo

utilizado, foi 7,35% maior que os valores calculados de 2,41, (Ninegra-calculado),
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utilizando os perfis de temperatura obtidos em cada uma das sec¢des da unidade
piloto de esterilizacdo, estimados com a velocidade média de escoamento. A
preservagao da sacarose foi maior que 99,20% enquanto que a preservacao dos
acucares redutores totais foi superior a 99,52%. Nos dois processos térmicos com
os binémios 130°C/37s os valores de Ninegra-bioldgico foram maiores que 5,87 e
7,47 e preservacao dos acucares minima de 99.45%. Teoricamente qualquer dos
protocolos de processos térmicos é capaz de causar 10® reducdes logaritmicas
nos Lactobacillus sp, contaminante comumente encontrados nos mostos durante
fermentacao.

Com relagdo as caracteristicas fermentativas dos mostos tratados
termicamente, as velocidades especificas maximas de crescimento diminuiram
com o aumento da temperatura de tratamento térmico dos mostos de 0,42 h™' para
0,19 h™ para LNF SA-1 e de 0,57 h™' para 0,09 h™' para LNF BG-1. Os tempos de
adaptacao obtidos para a linhagem LNF SA-1 variaram de 3,10 h a 4,97 h, mas,
em mostos tratados na temperatura mais elevada de 135°C por 5s, foi de 11,17 h.
Para a linhagem LNF BG-1 os tempos de adaptagcédo obtidos variaram de 5,92 h
para 6,65 h para os binbmios 125°C/30s, 130°C/11s e 130°C/37s, mas no
tratamento com o binbémio 135°C/5s foi obtido 10,88 h. A produtividade das
leveduras ficou entre 0,24-0,34 g etanol/g de célula’h enquanto que o rendimento
em etanol variou de 87,56% a 89,73%, valores dentro dos padrdes industriais.

Méaximo rendimento foi obtido quando foi utilizado mosto tratado a
130°C/37s em que foi obtido valor de ninegra-biolégico maior que 5,87, indicando
qgue os protocolos de tratamento térmicos podem ter exercido diferentes efeitos

sobre a disponibilidade de macro e micro nutrientes essenciais para as leveduras.



ABSTRACT

In this research is verified the efficiency of a UHT heat treatment process for
musts based on sugar cane juice and molasses optimized for maximum
preservation of the content in the sugars sucrose, glucose and fructose, using as
target the heat resistant spores of Geobacillus stearothermophilus ATCC 1518.
Heat treated musts had their fermentative characteristics evaluated using the
industrial yeast strains LNF SA-1 and LNF BG-1 for the production of bioethanol in
Brazil.

The efficiency of the thermal graphically optimized processes was assessed
in continuous sterilization Microthermics® pilot plant with indirect heating following
the binomials 125°C/30s, 130°C/11s, 130°C/37s and 135°C/5s, selected from
thermal destruction kinetic studies of G. stearothermophilus spores at the
temperatures 98°C, 110°C, 120°C, 122.5°C, 125°C and 130°C, and of the sugars
sucrose, glucose, fructose and total reducing sugars, TRS, at the temperatures
110°C, 120°C, 130°C and 140°C, in must media, 21.5°Brix and pH 6.4. Kinetic
studies were carried out in batch, using TDT tubes 6 mm DI x 8 mm DE x 100 mm
length. The process condition of the binomial 135°C/5s was obtained by
extrapolation. The continuous heat process was more efficient than the predicted
from the batch kinetic tests.

The mean number, 2.58, of integral log reduction experimentally obtained
for the target microorganism, (ninegra-biological), was 7.35% higher than the mean
number, 2.41, of integral calculated values, (ninegra-Ccalculated), using the
temperature profile estimated for each of section of the pilot unit with the mean flow

velocity. It was found that sugar retention in the musts thermally processed was
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higher than 99.2% and 99.52% for sucrose and total reducing sugar, respectively.
The two thermal processes that followed the binomial 130°C/37s resulted in
Nintegrai-biological greater than 5.87 and 7.47 with minimal preservation of sugars of
99.45%. Theoretically any of these processes is capable of causing 10® decimal
reductions on Lactobacillus sp, typical contaminant found in musts and
fermentation.

Fermentation characteristics of heat-treated musts were assessed and the
kinetic responses of the yeasts in terms of their maximum specific growth rates, in
the heat treated musts, decreased with increase in heat treatment temperature of
the musts from 0.42 h™ to 0.19 h”" for LNF SA-1 and from 0.57 h™ to 0.09 h™' for
LNF BG-1. The adaptation times obtained for strain LNF SA-1 varied from 3.10 h to
4.97 h, but in musts treated with the highest temperature, 135°C for 5s, the value
was 11.17 h. For the strain LNF BG-1 the adaptation times varied from 5.92 h to
6.65 h, but in musts treated with the highest temperature, 135°C for 5s, the value
was 10.88 h. Cell productivity was in the range of 0.24-0.34 g ethanol/g of cell/h
and the yield was in the range 87.56 - 89.73%.

Maximum fermentation yield was obtained using musts treated with the
binomial 130°C/37s, for which integral biological n-values found was greater than
5.87, suggesting that the thermal treatment protocols may have exerted different

effects on availability of macro and micro essential nutrients for yeasts.
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NOMENCLATURA GERAL

°Brix Medido com refratdbmetro, expressa a relagcdo entre indices de
refracdo a 20°C e a concentragao de solidos soluveis totais (Y%om/m)
de solucdo aquosa pura de sacarose. Como o acucar é o principal
componente de mostos, xaropes, caldos e méis, a concentracao de
sélidos solluveis totais € uma boa aproximacao da concentracdo de

sacarose, sendo amplamente usada na industria sucroalcooleira

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CMB Concentragdao minima bactericida

CMiI Concentragdao minima inibitéria

CTC capacidade de troca de cations

D indice de reducao decimal a temperatura constante (unidades de
tempo)

Deoc indice de reducao decimal a 60°C (unidades de tempo)

DBO demanda bioquimica de oxigénio (mg/L)

DE didmetro externo (mm)

DI didmetro interno (mm)

DQO demanda quimica de oxigénio (mg/L).

Ea energia de ativacao, (KJ/mol)

ha hectare igual a 10000m?

HTST sigla em inglés “high temperature short time” ou alta temperatura

pouco tempo de tratamento

Kacido producéo especifica de acido em relacdo ao etanol produzido (g/g)
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KarT
KGlicerol
Ki

KLevedura

Ks

nintegrarbiolégico

Nintegrai-Calculado

Pi
PmaX

Rse

Si
UHT

YN

acucares residuais em relacao ao etanol produzido (g/g)

producao especifica de glicerol em relacéo ao etanol produzido (g/g)
constante de inibi¢cao pelo substrato na Eq. 2 (g/L)

producdo especifica de levedura em relacdo ao etanol produzido
(9/9)

constante de inibi¢cao pelo substrato na Eq. 1 e Eq.2 (g/L)

namero total de reducbes logaritmicas experimentais, verificado
entre a entrada e a saida do processo obtido a partir da diferenca
das contagens do micro-organismo alvo

Numero total de reducdes logaritmicas calculado, verificado entre a
entrada e a saida do processo

densidade especifica de solugdes. Na industria sucroalcooleira é
usada para expressar a concentracao de leite de CaO (1°Be=2 g de
substancia seca/100 ml de solucao)

concentragao de produto no biorretor i na Eq. 2 (g/L)

Concentragcao maxima de produto (g/L)

rendimento por subprodutos (%)

concentragéo de substrato na Eq.1 (g/L)

concentragédo de substrato no biorretor i na Eq. 2 (g/L)

sigla em inglés: “ultra high temperature” ou ultra alta temperatura
fator de poténcia de inibicdo pelo produto

coeficiente térmico para reduzir o valor D a 10% do seu valor inicial

(unidades de temperatura)
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MUmax

velocidade especifica de crescimento (h™)

velocidade especifica maxima de crescimento (h™")

XV



Capitulo 1

Introducéao



1.1 Introducao

O agronegécio sucroenergético na safra 2008/2009 movimentou R$ 51
bilhdes, correspondente a 1,76% do PIB nacional, recolheu R$13 bilhdes em
impostos e ainda gerou 4,5 milhées de empregos diretos e indiretos. Neste
periodo foram processadas 560 milhées de toneladas de cana-de-agUcar para a
producéo de 32 milhdes de toneladas de agucar e 27 bilhdes de litros de bioetanol.
O setor exportou 20 milhdes de toneladas de agucar e 5 bilhdes de litros de alcool
contribuindo com 11 bilhées de dblares no saldo da balanca comercial do Brasil
(JornalCana, 2010). Estes numeros tornam o Brasil, 0 maior produtor mundial de
cana e acucar e o principal pais do mundo a implantar, em larga escala, um
combustivel renovavel alternativo ao petroleo.

Devido as pressdes mundiais para reducdo das emissdes de gases de
efeito estufa, aos altos precos e a inseguranca de abastecimento do petroleo, a
biomassa se apresenta como alternativa energética. Entre elas, a cana-de-agucar
exerce papel de destaque pela sua riqueza em agucares facilmente extraiveis e
pela sua composicdo de fibras e materiais lignoceluldésicos com potencial para
aumentar sua produtividade dos atuais 6000 litros/ha para 14000 litros/ha em 20
anos. Este aumento poderia fornecer excedentes de energia elétrica e etanol para
suprir boa parte da demanda mundial por biocombustiveis a qual, de acordo com
alguns cenarios, poderia chegar a 200 bilhdes de litros anuais para substituir 10%
da gasolina consumida no mundo em 2025. A alcoolquimica baseada no bioetanol

€ outra potencial fonte de pressado por aumento da demanda do bioetanol a nivel



mundial (FUNDAGAO DE AMPARO A PESQUISA NO ESTADO DE SAO PAULO,
2006).

A atratividade ambiental do bioetanol de cana-de-acucar advém do fato que
ele gera 8,3 unidades de energia renovavel por unidade de energia fossil
consumida (MACEDO, 2005). Entretanto a atual base tecnolégica de producao
apresenta alguns passivos ambientais que carecem de solugdes tecnoldgicas,
como, por exemplo, a excessiva producao de vinhaga, o principal residuo do setor
sucroalcooleiro (12-14 L/L de bioetanol produzido), como consequéncia de
processos de fermentacao de baixo teor alcodlico (8,5 %v/v). Uma outra limitacao
€, em parte, atribuida a presenca de contaminantes microbianos, que requerem o
uso intensivo de antibiéticos e biocidas para o seu controle. Mais de um terco de
todas as perdas no processamento industrial do caldo de cana-de-aglcar esta
concentrado na fermentacdo (CENTRO DE TECNOLOGIA COPERSUCAR, 1996).

Do ponto de vista da base tecnolégica de producdo, o gerenciamento do
processo é baseado exclusivamente em estratégias corretivas, baseadas no uso
intensivo de produtos quimicos como acido sulfirico consumindo 5-8 kg/m® de
bioetanol produzido e antibiéticos consumindo 8,7 g/m® de bioetanol produzido,
sendo ambos os dados de consumo referentes a safra 2005/2006 (CENTRO DE
TECNOLOGIA CANAVIEIRA, 2006).

A chamada presséo antibidtica, referente a relagdo entre extensao de uso
de antibidticos e selecdo de cepas resistentes é assunto polémico, mas 0 uso
continuo de antimicrobianos tem aumentado a resisténcia de varias bactérias aos
antimicrobianos comuns (WANNMACHER, 2004). Um dos principais usos nao

humanos de antibiéticos € em nutricdo animal na suinocultura e avicultura, como



promotores de crescimento. Essa pratica tem sido apontada como uma das
principais fontes ndo humanas, que sustenta o aparecimento de bactérias nocivas
ao Homem e resistentes a antibidticos (VAN DEN BOGAARD et al., 2002).

Assim, a producdo em larga escala de biocombustiveis no Brasil e mundo,
baseada no uso intensivo de antibibticos, e se apresenta como mais um setor a
contribuir para a crescente resisténcia a antibiéticos (STROPPA et al., 2000). A
Administracdo de Drogas e Alimentos Americana (FDA) baniu o uso de uma
classe particular de antibiéticos chamada fluoroquinolonas na criagdo de frangos
ao passo que no ambito da Unido Européia, nova regulamentacao proibiu
totalmente o uso de antibiéticos como promotores de crescimento a partir de 2003
inclusive, a monensina sédica, a salinomicina sbdica, a avilamicina e o
flavofosfolipol que ndo sdo usados na medicina humana (LEDERGERBER et al.,
2003; EUROPA, 2003). Uma eventual generalizagao da restricdo do uso intensivo
de antibibticos vai impor perdas consideraveis ao setor sucroalcooleiro brasileiro.
E importante que sejam estudadas tecnologias alternativas para a producdo do
etanol brasileiro com mais eficiéncia e sem os impactos ambientais negativos do
uso intensivo de antibiéticos.

Nesse contexto o setor sucroenergético brasileiro deve estar equipado com
tecnologias robustas para enfrentar possiveis barreiras comerciais que possam
ser levantadas, fundamentadas em questées ambientais e de saude, sendo essa,
uma justificativa principal para o presente projeto de pesquisa. Nessa direcéo, vale
ressaltar que apds pesquisa nas bases referenciais Web of Science, Compedex,

Food Science and Technology e Scopus, nenhum trabalho foi localizado sobre



esterilizagdo ou processos térmicos de mostos a base de caldo de cana e melago,
sendo, portanto, essa pesquisa inédita.

1.2 Objetivo geral

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar as caracteristicas fermentativas
de mostos submetidos a tratamentos térmicos em unidade piloto de esterilizagao
térmica continua utilizada para verificagdo de processo térmico, otimizado e
elaborado, a partir da cinética de inativacao térmica de esporos de Geobacillus
stearothermophilus ATCC 1518 e cinéticas de destruicao térmica dos acucares
sacarose, glicose e frutose e ART do mosto, a fim de fornecer uma alternativa
tecnoldgica robusta preventiva para o controle de contaminantes na fermentacao e
com isso contribuir para eliminacao do uso intensivo de antibidticos nessa etapa
do processo. Esse processo foi denominado de padronizacao microbiolégica de
mostos para fermentacao alcodlica e foi otimizado para maxima preservacao dos
acucares do mosto, bem como avaliar as caracteristicas fermentativas do mosto
submetido aos tratamentos térmicos.

1.3 Objetivos especificos

Os objetivos especificos da pesquisa foram:

1) Padronizacao fisico-quimica do mosto.

1a) Padronizacdo microbiol6gica através de processos térmicos para

determinacdo da eficiéncia, em unidade piloto continua de esterilizacao, do

processo térmico desenhado por Nolasco Junior (2005) para causar

reducdo de 3 ciclos logaritmicos na populacao inicial de esporos G.

stearothermophilus ATCC 1518.

1b) Célculo dos protocolos de processos térmicos.



1c) Determinacdo do plano de amostragem da verificacdo do
processo térmico

2) Avaliacao da fermentabilidade, para produgao de alcool combustivel, dos
mostos padronizados nos itens 1 e 1a, utilizando as linhagens LNF SA-1 e LNF
BG-1 usadas industrialmente na producdo de bioetanol. A fermentabilidade foi
avaliada medindo respostas cinéticas de crescimento e parametros de rendimento
e produtividade em ensaios de fermentagao.

Os resultados esperados sdo a comprovagao da eficiéncia do processo
térmico desenhado através de dados cinéticos obtidos em batelada para operacao
em modo continuo, sem formacao de produtos inibidores para as leveduras na
fermentacdo. Do ponto de vista industrial, mostos padronizados fisico-quimico e
microbiologicamente sdo necessarios para propiciar condicoes para que o
processo de fermentacdo alcodlica opere de forma estavel, no limite da alcool
tolerancia das leveduras industriais, sem uso de antibiéticos e com menor
consumo de acido, contribuindo para a sustentabilidade da cadeia de producgao de
bioetanol no Brasil. Esse projeto de pesquisa foi desenvolvido no Laboratério de
Termobacteriologia/Departamento de Ciéncia de Alimentos/Faculdade de

Engenharia de Alimentos (FEA/UNICAMP).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Bactérias contaminantes em mostos, fermentacao alcoodlica e
prejuizos causados

Micro-organismos sao genericamente introduzidos nos processos
industriais, em geral por diferentes fontes, como solo aderido a matéria prima e
agua de lavagem, durante a extracao do caldo, agua de processo e através do ar.
A populacédo de bactérias no solo é da ordem de 10%grama. O ar representa uma
fonte importante de introducao de micro-organismos tanto na produgao de acucar
como na producdo de etanol porque alguns equipamentos incorporam ar nao
estéril, como as centrifugas de aglcar ou as centrifugas de recuperagdo de
fermento, nos processos de fermentagdo alcodlica com reciclo de células. No
primeiro caso, além do acucar, também contaminam o melaco que juntamente
com o caldo vai compor o mosto para producdo de bioetanol. O pé de aclcar
presente na sala de secagem e de ensaque de acucar é aspirado e coletado com
agua, e junto com o melagco também vai compor o mosto que é usado na
fabricacdo do bioetanol. Ha também alguns casos de pratica de aeracao
principalmente na etapa de tratamento do fermento previamente ao reciclo de
células, em que o ar utilizado ndo é estéril. Nesses casos, a contagem e
diversidade da microflora introduzida dependem das condigcbes de colheita e
estocagem, do gerenciamento dos circuitos de dgua e de parametros operacionais
como pH e temperatura.

A microflora do agrossistema de cana-de-agucar brasileiro tem sido objeto
de muitos estudos, dada a importancia desse setor na economia do Brasil. Essa

importancia cresce a cada ano devido a importancia do bioetanol como Unica



alternativa imediata de producao de combustivel renovavel em escala comercial
para substituicdo de combustiveis fésseis. Nesta revisdo podem ser encontrados
trabalhos referentes a microflora contaminante dos agrossistemas de milho,
beterraba e compostos lignoceluldsicos, estes Ultimos relacionados com a
producdo de biocombustivel de segunda geracdao (KLAUSHOFER et al.,1998;
SKINNER; LEATHERS, 2004; SCHELL et al.,, 2007). A importancia desses
estudos recai sobre o fato de que a microflora caracteristica desses agrossistemas
frequentemente estd associada a perdas, qualquer que seja a biomassa
considerada: cana-de-acucar, milho, beterraba ou compostos lignocelulésicos.

As viérias etapas do processamento do caldo de cana, envolvidas na
producdo de acucar e alcool, apresentam caracteristicas especificas de
temperatura e pH que exercem pressbes seletivas definindo os grupos
microbiolégicos contaminantes caracteristicos de cada etapa do processo. No
agrossistema de cana-de-agucar, os micro-organismos de importancia no setor de
extracdo do caldo sao essencialmente aqueles oriundos do solo e vegetais. Dentre
esses, os fungos, as leveduras, as bactérias lacticas e esporogéneas estao
presentes em um ou mais pontos da usina. Na extracao por difusor a temperaturas
acima de 70°C, os micro-organismos significativos sao os termofilicos e
formadores de esporos, sendo G. stearothermophilus o mais importante, porém,
nao o unico. Na expansao do setor sucroalcooleiro, verificada a partir de 2004, a
maioria dos projetos visou a producdo exclusiva de bioetanol e tecnologia de
extracdo do caldo com difusor em temperaturas acima de 70°C. Na extragcao
mecanica do caldo em moendas a temperaturas menores que 40°C, as bactérias

termofilicas e esporogéneas tém uma importancia relativa, mas as bactérias



lacticas sdao extremamente importantes nessa fase do processo e também no
setor de fermentacdo, como principais promotores da fermentacdo indesejavel
(CENTRO DE TECNOLOGIA COPERSUCAR, 1983; KLAUSHOFER et al., 1998).
J& as bactérias do acido acético, Acetobacter, tém alguma importancia no setor de
moendas e nas peneiras removedoras de bagacilho, partes mais expostas ao ar
(MAEDA, 1999).

Gallo e Canhos (1991) identificaram, em nivel de espécie, um total de 334
isolados bacterianos de mostos e de dornas de fermentagdo. De acordo com os
autores, os contaminantes bacterianos mais importantes no processo de
fermentacdo alcodlica eram as bactérias Gram-positivas (98,52%), Gram-
negativas (1,48%), subdivididas em bastonetes Gram-positivos (86,28%), sendo
esporulados (26,05%) e nao esporulados (73,95%), cocos Gram-positivos
(12,24%) e bastonetes Gram-negativos (1,48%). Os géneros bacterianos mais
frequentes nas amostragens foram Lactobacillus (59,75%) e Bacillus (26,58%).
Em relacdo as espécies predominantes isoladas destacaram-se em ordem
decrescente B. coagulans, L. fermentum, L. helveticus, G. stearothermophilus, L.
plantarum, L. animalis e L. buchneri. O autor atribuiu ao tratamento térmico do
caldo a aproximadamente 100°C, o fato de nao ter encontrado a bactéria L.
mesenteroides, tdo mencionada na literatura sobre contaminantes da fermentacao
alcodlica. Ja Klaushofer et al. (1998) reportaram pesquisa sobre a populacédo
bacteriana conforme apresentado na Tabela-1, em cana-de-acucar e caldo de
cana. Nesses substratos foram identificados quatro grandes grupos gerais: (1)

produtores de goma, incluindo Leuconostoc sp, (2) formadores de esporos
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aerébicos, como Bacillus sp, (3) aerdbicos ndo formadores de esporos como
Escherichia, e (4) diversas leveduras e fungos.
Tabela 1. Micro-organismos do agrossistema cana-de-acuicar no campo e ha

industria.

Substrato Micro-organismo (género)

Leuconostoc, Saccharomyces, Torula,
Pichia, Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces, Actinomycetes,

Penicillium.

Cana-de-agucar

Leuconostoc, Xanthomonas, Bacterium,
Corynebacterium, Bacillus, Penicillium,
Rhizopus, Aspergillus, Torula,
Rhodotoroula, Candida.

Cana queimada

Leuconostoc, Pichia, Hansenula,
Brevibacterium, Bacillus,
Caldo de Cana Thermoactinomyces, Micrococcus,
Flavobacterium, Achromobgacterium,
Escherichia.

Fonte: (KLAUSHOFER et al., 1998).

Nolasco Junior (2005) avaliou a carga microbiana a saida do decantador de
caldo, processo que é conduzido tipicamente a 95-98°C com tempos de residéncia
variando entre 50 minutos a 2,5 horas, a fim de desenhar um processo térmico
para inativacdo dos contaminantes. Foram quantificados os grupos microbianos:
esporos mesofilicos aerdbios, esporos mesofilicos anaerdbios, esporos
termofilicos totais e produtores de acidez plana, bactérias lacticas, Leuconostoc
mesenteroides, bactérias meséfilas aerdbias totais, bactérias sulfito redutoras e
bolores e leveduras, em quatro usinas localizadas em regides de clima diferentes
em relacao a umidade relativa do ar, temperatura média e tipos de solo quanto a
capacidade de retencdo de agua. Os resultados obtidos na usina com
predominancia de solo arenoso e com baixa capacidade de retencdo de agua,

revelaram diferenca de 1 ciclo logaritmico nas contagens de esporos termofilicos
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produtores de acidez plana, e bactérias mesofilicas aerdbias, sendo que os
valores médios encontrados para esses grupos em regides de solo com alta
capacidade de retencdo de 4agua foram 4,4x10" esporos/ml e 4,63x10%
respectivamente. Considerando que a letalidade do processo de decantagdao do
caldo é essencialmente igual em todas as Usinas, o autor concluiu que a
localizagdo geografica e principalmente o tipo de solo influenciaram na carga
contaminante aderida a matéria prima.

A ecologia microbiana da producao de etanol de milho nos Estados Unidos
da América revela grupos semelhantes aos contaminantes do agro-sistema de
producdo de etanol de cana-de-agucar do Brasil. Os isolados identificados em
amostragens nas fermentacoes incluiam espécies dos géneros Bifidobacterium,
Lactococus, Leuconostoc, Pediococus e Weisella, sendo que o género
contaminante predominante foi o Lactobacillus, cuja incidéncia variou de 36% a
77% do total dos isolados dependendo da época e local de amostragem
(SKINNER; LEATHERS, 2004). O mesmo foi encontrado no chamado etanol de
segunda geracdo. Bactérias do género Lactobacillus representam o género
contaminante predominante também na producdo de etanol lignocelulésico de
fibra de milho (SCHELL et al., 2007).

As destilarias da regido nordeste brasileira ainda utilizam caldo cru ou caldo
nao clarificado na fermentacéao, realidade diferente da regido centro-sul brasileira.
Nessas usinas, além dos contaminantes bacterianos, leveduras selvagens néao
fermentativas ja foram isoladas nos processos de fermentacdo, nos quais 24
espécies foram identificadas utilizando biologia molecular. Leveduras das espécies

Dekkera bruxellensis, Candida tropicalis, Pichia galeiformis, bem como as
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espécies de Candida que pertencem a clave intermediaria de Candida e que
estavam envolvidas em episédios agudos de contaminacdo. Além disso, outras
vinte (20) espécies se revelaram contaminantes acidentais (BASILIO et al., 2008).
Nesta mesma pesquisa 0s autores observaram que as capacidades fermentativas
de D. bruxellensis e C. tropicalis chegavam a apenas 45,7% e 63,2%,
respectivamente, da capacidade fermentativa do isolado de S. cerevisiae industrial
e que a presencga desses contaminantes acima de certo limite, ndo especificado,
na populacdo de leveduras na fermentacdo poderia diminuir o rendimento
industrial global em etanol.

Levantamento realizado em usinas cooperadas ao Sistema Copersucar
mostrou que o setor de fermentacao era responsavel por 30 a 60% das perdas
totais na industria de acucar e alcool, a maior parte devido aos contaminantes
microbiolégicos (CENTRO DE TECNOLOGIA COPERSUCAR, 1996). Além das
perdas, podem ser citados também dificuldades operacionais e aumento nos
respectivos custos de producdo devido a utilizacdo continua de antibibticos e
desinfetantes quimicos nas diversas etapas do processamento, para o controle
dos referidos contaminantes.

Em monitoramento realizado em usinas de aglicar da Africa do Sul na
extracdo do caldo por difusor, processo que ocorre a temperatura de 75°C,
aproximadamente, o acido lactico foi o principal acido organico produzido por
bactérias hipertermofilicas (MACMASTER; RAVNO, 1975). Ja na extracdo por
moagem nas usinas brasileiras as estimativas de perdas de sacarose associadas

aos contaminantes variavam de 1 a 2,5 kg de sacarose/tonelada de cana,
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dependendo das condicbes de higiene e operacionais (YOKOYA 1989 apud
GALLO; CANHOS, 1991).

Dentre os problemas associados a presenca de contaminantes na
fermentacao, a floculacao da levedura foi apontada como um dos mais sérios na
fermentacao industrial de alcool. A reducdo na producdo de alcool se da pelo
consumo de acgUcar pelos contaminantes, consumo de alcool por algumas
bactérias, morte de fermento por toxinas lancadas ao meio pelos contaminantes,
morte do fermento por substancias utilizadas no combate a contaminacao, perda
do fermento retido no fundo das dornas ou nas centrifugas, causada pela
floculagdo e aumento do tempo de fermentacdo devido a queda do teor de
fermento nas dornas, podendo uma contaminagdo violenta acabar com a
fermentacao (TROMBINI et al., 1988). O problema torna-se mais acentuado com o
uso da reciclagem de células para aumentar a produtividade, reduzir o tempo e o
custo da fermentagao, porque essa pratica tende a acumular a causa do problema
a cada ciclo do processo (YOKOYA; OLIVA-NETO, 1991). Durante a safra
1993/1994, aproximadamente 85% das floculacbes verificadas em usinas
cooperadas ao sistema Copersucar foram causadas por bactérias'. Embora
sacaroliticos, nem todos os contaminantes provocavam a floculacdo das
leveduras. Os contaminantes B. subtilis e B. coagulans nao provocavam
floculagdo das leveduras, enquanto que alguns contaminantes do género
Lactobacillus eram capazes de causar floculacdo das leveduras entre os quais L.

fermentum, L. plantarum, L. fructivorans, L. fructosus e L. buchneri (YOKOYA;

! NOLASCO JUNIOR, J.;: FINGUERUT, J. Projeto floculacao-fase I-caracterizacio e proposta de um
indice de floculacfo. Piracicaba: Centro de Tecnologia Copersucar, 1993. 12p. (RT-674/93).
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OLIVA-NETO, 1991; ALCARDE; YOKOYA, 2003). Em teste de influéncia da
propor¢do entre bactérias floculantes do género Lactobacillus isoladas de
fermentacdes e leveduras nas floculagdes, observou-se que o nivel seguro, a
prova de floculacdo, era 10°UFC/ml para as bactérias nas dornas de fermentacao,
ou seja, uma proporcdo de bactérias: leveduras de 1:100.000 (NOLASCO
JUNIOR, 2005). O efeito da proporcao entre células de bactérias e leveduras
também foi avaliado por outros autores, sendo que esses expressaram as
quantidades dos micro-organismos em massa seca (YOKOYA; OLIVA-NETO,
1991; BROMBERG; YOKOYA, 1995; LUDWIG; OLIVA-NETO; de ANGELIS, 2001;
ALCARDE; YOKOYA, 2003). Os trabalhos sobre influéncia da proporcao entre
bactérias e leveduras na floculacao nao sao comparaveis pela falta de um fator de
conversao de contagens de unidades formador de colénias em massa seca e vice-
versa.

A interacado entre contaminantes e leveduras vem sendo investigada no
Brasil e no exterior em estudos de fermentacdo conduzidos com populacdo mista
em laboratério. Micro-organismos fastidiosos e exigentes de fatores de
crescimento nutricionais essenciais, como o0s Lactobacillus sp, poderiam
transformar leveduras mortas, mantidas no processo, como fonte abundante de
fatores de crescimento pelos aminoacidos leucina, isoleucina, valina e vitaminas
(OLIVA-NETO;YOKOYA, 1997). Estes autores estudaram a cultura mista
levedura-Lactobacillus em condicdo de reciclo de células e constataram forte
inibicdo das leveduras apo6s 8-12 ciclos de fermentacdo quando a acidez da
fermentacao chegou a 15g/l. Esse estudo € muito relevante porque considerou o

reciclo de células praticado nas fermentacdes industriais brasileiras. Sob este
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enfoque, Oliveira-Freguglia e Horii (1998) relataram reducdo de 96% na
viabilidade das leveduras em 12 horas em fermentacées em batelada com cultura
mista levedura-L. fermentum. Para Narendranath et al. (1997), a producédo de
acido lactico e competicdo por fatores de crescimento essenciais no meio de
fermentacdo sdo as causas da inibicdo das leveduras e redug¢do no rendimento
alcodlico quando lactobacilos estdo presentes. Nobre, Horii e Alcarde (2007)
avaliaram culturas mistas envolvendo levedura e bactérias do género Bacillus e
Lactobacillus e concluiram que a inibicdo das leveduras estava associada a acidez
do meio e presenca de bactérias ativas. Dorta et al. (2006) observaram que a
presenca de Lactobacillos sp e condicdes como alta temperatura, pH, acidez
elevada, pressao osmotica e presenca de sulfito agem com sinergismo e afetam
negativamente o processo de producao de alcool, mas que o baixo pH (3,6) foi o
principal fator estressante para as leveduras durante a fermentagao alcodlica e
que, portanto, o tratamento acido do fermento precisaria ser reavaliado nesse
caso.

Alvarenga (2008) desenvolveu modelos preditivos para crescimento e morte
de S. cerevisae e L. fermentum em cultura pura e em cultura mista em ensaios de
fermentacdo em batelada com mostos de caldo de cana e melaco. Em seu
trabalho ndo constatou diferencas nos parédmetros cinéticos da levedura em
cultura pura e em cultura mista, enquanto que L. fermentum teve sua populagcao
maxima afetada quando em cultura mista e dependente do seu inoculo inicial. A
autora observou a influéncia do &cido lactico na atividade celular da levedura
afirmando que quando a levedura atingiu a fase estaciondria o lactobacilo teve sua

taxa de crescimento aumentada, o que reforca trabalhos anteriores aqui citados
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sobre a competicdo por nutrientes essenciais de crescimento que se estabelece
entre essas populacdes (OLIVA-NETO; YOKOYA, 1997; NARENDRANATH et al.,
1997). Outro fato relevante na pesquisa da autora foi o desenvolvimento de
modelo para produgcdo maxima de etanol mostrando interacdo significativa no
parametro temperatura com efeito quadratico, e com o nivel de in6culo inicial. Pelo
modelo desenvolvido a autora determinou que maxima producdo de etanol em
fermentacdo com cultura mista levedura e lactobacilo em concentracdo de 10°
UFC/ml pode ser atingida a temperatura de 28C. E importante ressaltar que os
processos de fermentacdo alcodlica brasileiros sdo conduzidos com reciclo de
células e alta densidade celular, préximos do inicio da fase estacionaria das
leveduras.

Thomas, Hynes e Ingledew (2001) estudaram a influéncia do modo de
operacdao da fermentagcdo na dinamica populacional envolvendo Lactobacillus-
levedura, em fermentacdes de mosto de milho em sistema batelada utilizando os
lactobacilos L. collinoides, L. fermentum, L. plantarum e L. paracasei e em sistema
semi-continuo utilizando o lactobacilo L. fermentum. Em batelada foram
observadas reducdes de até 22% no etanol produzido e aumento de até 46% na
producdo de glicerol pelas leveduras com impacto negativo muito grande no
rendimento. As maiores perdas foram apuradas com L. collinoides e L. fermentum.
Em modo semicontinuo, o processo de fermentacdo demonstrou ser
autorregulavel em favor da levedura que apds o quarto ciclo de fermentacéo
atingiu concentracdo igual ao experimento controle sem a presenca do L.
fermentum. Para os autores, fatores como competicdo por nutrientes essenciais e

concentracado crescente de etanol nos ciclos de fermentacdo podem ter inibido a
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multiplicacdo de L. fermentum. As perdas de rendimento em etanol, segundo os
mesmos autores, estdo relacionadas com o nivel de contaminacdo que depende
do resultado da competicao entre as espécies e se 0 mosto ndo é contaminado, a
caracteristica autorreguladora do processo semicontinuo restabelece a populacao
de levedura e mantém a fermentacao sem perdas apreciaveis de rendimento em
etanol e viabilidade das leveduras. Bayrock e Ingledew (2001) demonstraram a
autorregulacdo, em favor das leveduras, também de processos continuos
utilizando L. paracasei-levedura em fermentacdes de mosto de milho. Os autores
mostraram que o pH da fermentacdo pode ser decisivo para definicdo da
populacdo dominante. Em pHs normais de fermentacdo (<4,75) o estado
estacionario entre as populagdes indicou uma proporcao igual a 1:100 na
populacdo de bactéria e levedura, respectivamente. Entretanto, em pH 6, o
lactobacilo cresceu quase cinco (5) ciclos logaritmicos, quadruplicou a
concentragdo de &acido lactico e inibiu totalmente a levedura. Os autores nao
discutiram o efeito da taxa de diluicao na autorregulacdo dos processos
semicontinuos (THOMAS; HYNES; INGLEDEW, 2001) e continuos do trabalho
(BAYROCK; INGLEDEW, 2001). A dinamica populacional nestas duas ultimas
pesquisas mencionadas foi avaliada com pulso de contaminacdo seguida de
alimentagcdo com mosto estéril. Basso; Alves e Amorim (1997) reportaram que o
acido succinico produzido pelas leveduras desempenha importante papel na
competicao entre leveduras e bactérias contaminantes em cultura mista.

Quanto a capacidade de consumo dos agucares sacarose e redutores,
contidos no mosto, pelas bactérias contaminantes, Stroppa et al. (1998)

constataram que a relagdo consumo de agUcar/crescimento celular para os
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Bacillus foi 1,61 a 4,97 g/ciclo logaritmico enquanto que para Lactobacillus, 1,01 a
1,56 g/ciclo logaritmico. Esses dois trabalhos mostram que a contaminagédo por
bactérias do género Bacillus, embora ndao associadas ao problema da floculacdo
das leveduras, seriam mais prejudiciais a fermentacdo em termos de rendimento.

Skiner-Nemec, Nichols e Leathers (2007) demonstraram que contaminantes
bacterianos, predominantemente bactérias produtoras de &cido lactico, de
amostras de fermentacdes de etanol combustivel de milho, em escala comercial,
foram capazes de produzir biofilmes em condi¢cdes de laboratério. Similarmente,
Negro; Yokoya e Eberlin (2003) encontraram uma associacdo de leveduras e
bacilos em amostragens realizadas em “canjicas” (material polimérico insoluvel em
agua) isoladas em usinas de acucar e alcool. Esses estudos ajudaram a explicar
porque a contaminacao, em plantas comerciais, é resistente e de dificil controle,
isto, pois, biofilmes, geralmente, protegem as bactérias quando do tratamento com
agentes quimicos e antibiéticos (GILBERT; BROWN, 1995).

2.2. Resisténcia térmica dos contaminantes de mostos e fermentacao
alcodlica

Numa revisao do efeito da temperatura sobre a funcionalidade de proteinas,
carboidratos, lipideos e micronutrientes em alimentos, Hardy; Parmetier e Fanni
(1999) concluiram que o uso do tratamento térmico € ainda o processo industrial
mais efetivo para preservagao porque os efeitos positivos sobre as propriedades
organolépticas e sensoriais prevalecem, sendo apenas uma questdo de
otimizagdo. Adicione-se a isso o fato de que tratamentos térmicos ndo deixam
residuos téxicos nos alimentos como os antibiéticos. A maioria dos dados de

destruicdo térmica dos micro-organismos contaminantes tipicos de mostos e de
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fermentacao alcoodlica (GALLO; CANHOS, 1991) foi determinada em &agua, leite ou
solugdes tamponadas (BUSTA, 1967; PERKIN et al., 1977; BURTON et al., 1977;
DAVIES et al., 1977; PFLUG, 1990; WESCOTT; FAIRCHILD; FOEGEDING, 1995;
ABRAHAM et al., 1990) e alguns poucos determinados na prépria matriz mosto,
COmo veremos a seguir.

Gouthier e Massaguer (1987) determinaram, através de cinéticas de
primeira ordem, o tempo de reducdo decimal, D, para os esporos de G.
stearothermophilus em caldo de cana a temperatura de 120°C, 130°C e 140°C,
como sendo 11,3 minutos, 9,5 minutos e 8,1 minutos, respectivamente.

Franchi et al. (2003) determinaram o tempo de reducdo decimal a 60C,
Deoc, para as bactérias contaminantes do género Lactobacillus, em Usinas de
acucar e alcool, em meio de caldo de cana clarificado a 14Brix e pH=6,5. Entre as
espécies testadas, a L. confusus, se mostrou a mais sensivel ndo sendo possivel
a determinacao do seu valor Dgoc, enquanto que Leuconostoc mesenteroides foi o
mais resistente. Os valores de Dgyc obtidos foram: 0,75 minutos para L.
fermentum, 0,29 minutos para L. plantarum e 1,57 minutos para Leuconostoc
mesenteroides. Ainda de acordo com Franchi, Serra e Cristianini (2003), foi
possivel observar a acdo sinérgica do tratamento térmico associado a acao da
combinacao de bioprotetores como Novasin (10ppm, contendo 1000000 Ul/g de
nisina), 30 ppm de Novagard (lisozima) e Tween 20 (0,1%), que produziu uma
reducao de 16,7% no valor Dgoc para o Lactobacillus fermentum, escolhido como
alvo pela comparacao entre os valores D obtidos, devido ao fato de o Leuconostoc
mesenteroides, embora sendo o0 mais resistente, ndo ser um contaminante

importante das dornas de fermentagcédo alcodlica, pela sua baixa tolerancia ao
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alcool (KAJI, 1989). O coeficiente de temperatura de destruicdo térmica, Z,
encontrado para Lactobacillus fermentum foi 7,7C. Ainda de acordo com Franchi,
Serra e Cristianini (2003) a combinagéao de 10 ppm de nisina, 30 ppm de lisozima
e 0,1% de Tween 20 causaram um aumento de 12 h na fase de adaptacéo dos
Lactobacillus.

Casadei et al. (2001) avaliaram o efeito do pH e do etanol sobre a
resisténcia térmica para L. delbueckii e esporos de B. cereus. Para B. cereus a
queda no pH de 7 para 3 na auséncia de etanol causou uma reducao média de
sete vézes no valor D, enquanto que em concentracdo de etanol de 10% a
reducdo média foi de 12 vezes. O valor D encontrado para a inativacdo de L.
delbrueckii a 60°C na auséncia de etanol em pH= 7 e a 54°C em pH=3 foram 2.4 e
0.9 minutos, respectivamente.

Os Parametros cinéticos de destruicao térmica, z do modelo de Bigelow, e a
energia de ativacdo do modelo de Arrhenius, E;, podem ser encontrados na
Tabela-2, para a sacarose e aglcares redutores totais a 110C-140C, e para os
esporos de G. stearothermophilus a 98C — 130C, em mosto a base de caldo de
cana e melaco, pH 6,4 e 21,5 Birix.

Tabela 2. Parametros cinéticos de destruicao térmica em mosto a base de

caldo de cana e melaco (pH 6,4, 21,5Brix).

Pa_r am_etro Sacarose Glicose Frutose Esporos de G.'
cinético stearothermophilus
Ea (KJ/mol) 112,32 14023 140,37 249,52
(Arrhenius)
o]
Z(°C) 26,99 21,61 21,59 11,48
(Bigelow)

FONTE: (NOLASCO JUNIOR, 2005; NOLASCO JUNIOR; DE MASSAGUER, 2006; NOLASCO
JUNIOR; DE MASSAGUER, 2007).
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Baseado em tais estudos cinéticos, foi avaliado o efeito letal do processo de
decantacdo do caldo sobre a microflora contaminante e sobre os agucares no
mosto, instalando em posicoes especificas dentro de decantadores industriais,
sensores de temperatura por resisténcia (PT100, 3 fios, classe 1/10 DIN) afim de
determinar a distribuicdo interna de temperatura e identificar o ponto mais frio
nesses equipamentos. Em termos de numero de redugdes decimais, teoricamente,
a decantacdo a temperaturas na faixa de 93-95C e tempos de aproximadamente
1,15-2,5 horas causaria reducdes de 4,6x10° ciclos logaritmicos sobre o
Lactobacillus fermentum, considerando os parametros cinéticos reportados por
Franchi et. al (2008), enquanto que para os esporos de G. stearothermophilus a
reducao estimada, utilizando os parametros da Tabela-2, seria de apenas 0,17
ciclos logaritmicos, sendo, portanto, deficiente. Isto porque, para os esporos
mesofilicos e termofilicos, o bindmio tempo-temperatura do processo de
decantagao representa um processo subletal de ativacao (PFLUG, 1990; ICIEK;
PAPIEWSKA; MOLSKA, 2006). Portanto, tratamentos da ordem de 100°C ativam
€ germinam 0s esporos, ainda que essa germinacao poderia ocorrer durante o
processo de fermentagcao, sendo necessario estabelecer entdo, um tratamento em
condigcbes de tempo x temperatura bem mais rigorosas para atingir as formas
esporuladas dos contaminantes. Quanto aos aglUcares do mosto, durante a
decantacdo teoricamente e baseado nos parametros cinéticos da Tabela-2, a
preservacao da sacarose sem sofrer hidrélise seria superior a 98% enquanto que
a preservagao dos acucares redutores totais (ART) seria superior a 99%. Apesar
da potencial letalidade do processo de decantacao, a realidade atual das usinas é

muito diferente e o processo de recontaminacao se inicia ja a saida do decantador
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chegando a niveis extremamente elevados a fermentacdo, da ordem de
108UFC/ml de bactérias, tipicamente.

Todas as pesquisas citadas acima buscam alternativas ao uso intensivo de
antibiético para controle de contaminantes na fermentacao através da esterilizacao
térmica de mostos, com a vantagem de nao gerar residuos toxicos para o meio
ambiente, que, no caso dos antibioticos por sua natureza termorresistente,
acabariam se incorporando a vinhaga e ao solo pela fertirrigacdo, uma pratica
comum, mas que gera controvérsia. A vinhaca é o principal residuo da producao
de bioetanol e sua aplicacdo no solo € matéria controversa (DE SOUSA, 2005;
FRANCO; MARQUES; DE MELO, 2008; SAO PAULO, 1995; GUNKEL et al.,
2007). A controvérsia é restrita ao potencial risco de salinizacdo dos solos e
contaminacao do lencol freatico. O efeito toxico do uso intensivo de antibiéticos no
ambiente nao tem sido avaliado até o momento. O Unico trabalho que mostra o
efeito desse uso intensivo de antibiéticos € o trabalho de Lima, Grisi e Bonato
(1999) descrito no item 3.3.

2.3. Tratamentos de controle de contaminantes propostos e resultados

O bioetanol combustivel produzido no Brasil é obtido por fermentagéo de
acucares contidos no mosto de cana-de-aglcar, cujas principais caracteristicas
sao, alta densidade celular, curto tempo de processo (< 8 horas) e reciclo das
leveduras com tratamento acido®, de acordo com o processo de Melle-Boinot
(patentes n® 746778/770666) de 1933 (MARILLER, 1951). Outra importante

caracteristica dos projetos de fermentagdo em escala industrial € que sdo abertos,

2 GONZALES, C.A.; ROSSELL, C.E.V. Processos de fabricacao de aciicar e alcool. Piracicaba: Centro de
Tecnologia Copersucar, 1986. 10p.(RT-207-85/86).
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nao contidos de fora para dentro ou de dentro para fora e os equipamentos e o
processo nao seguem critérios sanitarios adequados. Essa Ultima caracteristica é
decorrente da necessidade de se ter um processo de baixo custo e também das
caracteristicas do biocatalizador, as leveduras do género Saccharomices, que
admitem trabalhar em cultura mista competindo pelo subastrato. Como
consequéncia direta dessas caracteristicas, as instalacbes existentes ndao sao
seletivas ao micro-organismo responsavel pelo processo de fermentagdo. Em
outras palavras, admite uma grande microbiodiversidade, em competindo pelos
substratos e causando prejuizos conforme apresentado anteriormente,
potencializado pela pratica do reciclo de células que acumula agrava o problema a
cada ciclo (YOKOYA; OLIVA-NETO, 1991). Além disso, é importante citar que o
controle da contaminacao bacteriana no processo industrial € baseado totalmente
em estratégias corretivas, tais como o uso de produtos quimicos e antibibticos,
apos o estabelecimento de problemas operacionais, sendo que os custos dessa
estratégia de gerenciamento ainda devem ser apurados.

Diversos autores tém avaliado o desempenho de desinfetantes quimicos,
antibiéticos na fermentacéo e biocidas na moenda, como forma de controlar e
minimizar as perdas decorrentes da contaminagdo bacteriana no Brasil € no
exterior. No Brasil entre os produtos antibioticos comerciais usados podem ser
citados, penicilina, penicilina V potassica®, penicilina V acida®, clindamicina®,
virginiamicina, tetraciclina, biopen 450®, que tem penicilina como principio ativo,
kamoran WP® e kamoran HJ®, cujos principios ativos sdo a monensina. Nos
Estados Unidos da América, os antibiéticos penicilina e virginiamicina também sao

usados no controle de contaminantes nas fermentacées de milho para producéo

24



de etanol combustivel (HYNES et al.,1997; BAYROCK; THOMAS; INGLEDEW,
2003; BISHOFF; SKINNER-NEMEC; LEATHERS, 2007; SCHELL et al., 2007).
Entre os produtos quimicos para controle de bactérias utilizados no Brasil podem-
se citar o desinfetante Bactol Q® cujo principio ativo é cloreto de alquil dimetil
benzil amonio e Adesol A-207® (BRAZZACH, 1970; ALCARDE; GALLO;
OLIVEIRA, 1996; STROPPA et al.,1998; STROPPA et al., 2000; OLIVA-NETO;
YOKOQOYA, 2001).

Oliva-Neto e Yokoya (2001) avaliaram a caracteristica biocida de diversos
produtos quimicos e concluiram que sulfito, nitrito e sulfato de cobre, foram os
mais efetivos. Metilditiocarbamato foi eficiente apenas para L. fermentum (CMIl=
2,5 ug/ml) e S. cerevisiae (CMI= 5,0 pg/ml). Tiocianato, bromofenato e n-
alquildimetilbenzil cloreto de amoénio afetaram o crescimento de S. cerevisiae em
concentracdes inibitérias similares a L. mesenteroides e L. fermentum.
Formaldeido foi mais efetivo contra as bactérias que contra as leveduras em dois
pHs avaliados (4,5 e 6,0). Quatro anos antes, em laboratério, 0 uso de sulfito em
concentragdes entre 100-400 mg/l misturado com perdxido de hidrogénio em
concentracdes 1-10 mMolar foram efetivos para o controle de lactobacilos mesmo
em fermentagdo continua com reciclo de células (CHANG; KIM; SHIN, 1997). Com
o objetivo de combinar efeito bactericida com nutricional para as leveduras,
Narendranath; Thomas e Ingledew (2000) sugeriram o uso do composto uréia-
peréxido de hidrogénio para controle de lactobacilos contaminantes em
fermentacdes com a vantagem de que esse composto fornece adicionalmente o

nitrogénio assimilavel e oxigénio contribuindo para um melhor desempenho das
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leveduras. Nao ha registros de testes em escala industrial dessa proposta. Em
1986, meta-bissulfito de potassio a 0.25% foi usado com sucesso no controle de
contaminantes bacterianos de fermentacdo de talos de beterraba para alcool
combustivel (GIBBONS; WESTBY, 1986). Ruckle (2005) sugeriu que acidos
extraidos de lupulo sao efetivos contra lactobacilos e que em concentragbes
inibitérias reprime a producdo de acido lactico e acido acético resultando em
fermentacdes mais eficientes.

Em consonancia com o trabalho de Basilio et al. (2008), Elsztein, de
Menezes e de Moraes Jr (2008) constataram que nas unidades produtoras de
bioetanol da regido nordeste do Brasil, os processos de fermentacdo sao
conduzidos com a presenca de contaminantes bacterianos e leveduras selvagens,
que chegam a representar mais de 30% da biomassa total da fermentacgao.
Segundo os autores, a contaminagao bacteriana é bem controlada através de pH
e uso de antibibticos, enquanto que a contaminacao por leveduras selvagens nao
€ controlada por falta de produtos especificos que nao sejam prejudiciais a S.
cerevisae. Os autores mostraram que o fungicida polihexametil biguanide (PHMB),
um desinfetante comumente usado em hospitais, com grande espectro de acéo
contra bactérias Gram negativas, Gram positivas, fungos e protozoarios, foi
eficiente contra a maior parte das leveduras selvagens, sem afetar a viabilidade e
capacidade fermentativa de S. cerevisae. Dessa forma, foi sugerido o
desenvolvimento de uma estratégia de controle de contaminantes especifico para
leveduras selvagens baseado no uso do produto fungicida polihexametil biguanide

(PHMB) a fim de conduzir o processo de fermentacdo em rendimento alto.
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Nos anos 1980, foi usado o pentaclorofenol, “pé da china” como biocida,
porém, foi proibido pela agressividade e toxidade as pessoas e ao meio
ambiente®.

Alguns trabalhos baseados em estratégias de controle de contaminantes
sem uso continuo de produtos quimicos ou antibiéticos foram selecionados. Essas
estratégias sao todas preventivas porque procuram minimizar o problema em suas
causas e nao em consequéncias.

Alcarde; Walder e Horii (2003) avaliaram que radiacdo ionizante gama foi
eficiente na reducdo da carga microbiana de mostos de cana-de-acglcar e
conferiram aumentos de rendimento na fermentacéo de 1.9%.

O lactato produzido por bactérias lacticas tem sido descrito como forte
inibidor do metabolismo de levedura, diminuindo a eficiéncia na producdo de
etanol. Embora bactérias lacticas produzam lactato, estequiometricamente, a partir
de acucares, em geral a capacidade de linhagens de Lactobacillus de crescer em
meios de cultura contendo elevados niveis de lactato é fortemente inibida, pois os
Lactobacillus também apresentam inibicdo pelo produto. Entretanto, niveis
elevados de lactato também inibem fortemente o crescimento de S. cerevisae pela
acidez e pH (YOKOYA; OLIVA-NETO, 1997; NARENDRANATH et al., 1997;
NOBRE; HORII; ALCARDE, 2007). Watanabe, Nakamura e Shima (2008)
selecionaram leveduras tolerantes ao lactato e encontraram a linhagem, Candida
glabrata NFRI 3164, que exibiu altos niveis de tolerancia ao lactato e capacidade

fermentativa. Baseado nos resultados da pesquisa os autores sugeriram a

3 NOTA DO AUTOR.
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possibilidade de que o processo de producdo de bioetanol combustivel fosse
projetado para ser conduzido sem a presenca de Lactobacillus sp através do uso
combinado de lactato e Candida glabrata NFRI 3164. Trata-se também de uma
estratégia baseada no uso continuo de produtos cuja viabilidade precisa ser
avaliada.

Nolasco Junior e Finguerut* desenvolveram e testaram em unidades
industriais um modelo preditivo para contaminagdo ciclica caracteristica de
fermentacdes alcodlicas para a fase de crescimento dos contaminantes. O modelo
era baseado nos seguintes parametros operacionais: concentracdo de
contaminantes no mosto, taxa de rejeicdo de contaminantes nas centrifugas e
concentracdo de contaminantes na agua de diluicdo do mosto. O modelo se
ajustou com sucesso aos dados de acumulo de contaminantes em fermentacdes
industriais. Baseado nisso foi sugerido a possibilidade de controle mecanico da
contaminacdao em fermentagdes alcodlicas, através de dupla centrifugacdo, sem
uso de desinfetantes quimicos ou antibi6ticos. Além disso, foi demonstrado o
efeito negativo da presenca de sélidos insollveis no mosto para todas as
estratégias de controle de contaminantes. Como conseqiéncia, a padronizacao
fisico-quimica e microbiolégica de mostos de fermentagdo foi cogitada como
condicao necessaria para controle dos contaminantes da fermentacgéo.

Nessa direcdo, Nolasco Junior (2005) elaborou um processo térmico obtido
graficamente considerando a cinética de destruicao de G. stearothermophilus em

mosto e a retencdo de acgucares sob duas condi¢cdes: uma mais branda que

4 NOLASCO JUNIOR, J.; FINGUERUT, J. Balanco de bactérias na fermentacdo continua. Piracicaba:
Centro de Tecnologia Copersucar, 1996. 22p. (RT-764-95/96).
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preservava a sacarose do mosto sem hidrolisa-la (98,7%) e outra mais severa que
admitia um certo grau de hidrélise térmica da sacarose, mas preservava 0S
monossacarideos produzidos (98,7%), Figura-1. O limite inferior foi uma reta de
destruicdo térmica, representando condicdes de tempo x temperatura, que
causariam cinco (5) reducdes logaritmicas nos esporos de G. stearothermophilus,
micro-organismo alvo, sendo que cada uma das condi¢cées delimitantes foi
determinada através de estudos cinéticos de destruicdo térmica de cada uma das
espécies envolvidas (NOLASCO JUNIOR; DE MASSAGUER, 2006; NOLASCO
JUNIOR; DE MASSAGUER, 2007). Graficamente, a interseccao das cinéticas de
destruicao térmica definiu uma regiao relativamente ampla de tratamento térmico
(tempo x temperatura) que garantiria os niveis de preservacao dos acucares e de
destruicdo do micro-organismo alvo acomodando as muitas diferencas e
particularidades encontradas nas Usinas, sem prejudicar o objetivo do processo.
Teoricamente os processos térmicos desta zona de otimizacado seriam capazes de
causar 10% reducdes logaritmicas sobre os lactobacilos, considerando os

parametros de resisténcia térmica reportados na literatura (FRANCHI et al., 2003).
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Figura 1. ZONA DE PROCESSO TERMICO GRAFICO OTIMIZADO PARA MOSTOS DE CALDO
DE CANA E MELACO (21.5BRIX, PH=6.4).

Fonte: (NOLASCO JUNIOR, 2005; NOLASCO JUNIOR; DE MASSAGUER, 2006; NOLASCO
JUNIOR; DE MASSAGUER, 2007).

E comum confundir aquecimentos praticados durante o processamento da
cana-de-agucar com outras finalidades com tratamentos térmicos otimizados,
projetados sob os fundamentos da Termobacteriologia, como é o processo
desenhado por NOLASCO JUNIOR (2005). Um exemplo disso é o aquecimento
do caldo a aproximadamente 105°C, com a finalidade de acelerar e facilitar a
coagulacao e floculagdo de coldides e ndao-agucares protéicos, emulsificar graxas
e ceras, ou seja, aumentar a eficiéncia da decantacdo, além de facilitar a
degasagem do caldo (CENTRO DE TECNOLOGIA COPERSUCAR, 1988;

MADSEN et al.,1998). Como a temperatura é aproximada e ndo ha mencao de

30



tempo de aquecimento nem de processo controlado, este aquecimento ndo pode
ser considerado um tratamento térmico de pasteurizagao.

Sabendo que a decantacdo do caldo é realizada em equipamentos
denominados clarificadores ou decantadores e que as impurezas sedimentadas
constituem o lodo que é retirado do decantador pelo fundo e enviado ao setor de
filtracao para recuperacao do acgucar nele contido, este tipo de tratamento ndo tem
a finalidade de reduzir a flora competitiva formada por bacilos esporulados que
sobrevivem nas temperaturas praticadas; tratando-se essencialmente do processo
utilizado na clarificagdo do caldo de cana em todas as usinas brasileiras. Pizaia;
Oliveira e Rossell (1986), visando ainda apenas a clarificagdo do caldo,
propuseram um sistema de aquecimento por contato direto e resfriamento
evaporativo com vantagens em reducdo no consumo de vapor, com baixo custo
de instalagdo e manutencdo quando comparado com o processo tradicional, por
contato indireto através do uso de trocadores de calor. Novamente aqui o objetivo
principal do aquecimento do caldo é a decantacdo como uma variacdo do
processo tradicional a fim de obter as vantagens citadas. Apesar de reconhecida a
necessidade de pasteurizacdo do caldo para producédo de alcool, como pode ser
verificado nas sugestdes de Centro de Tecnologia Copersucar (1988) e Madsen et
al. (1998), no processo industrial, o caldo para producdo de alcool ndo € nem
pasteurizado nem tratado devidamente para remocao de impurezas (CENTRO DE
TECNOLOGIA COPERSUCAR, 1983; FINGUERUT; LUCREDI; ROSSELL, 1983;
LUCREDI et al.,1984; OLIVEIRA et al., 1987).

Outros trabalhos sdo encontrados ressaltando que o aquecimento do caldo

durante seu tratamento produz reducbes significativas na carga de micro-
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organismos contaminantes, como é o caso do trabalho de Oliveira (1986), que
comparou o resultado do processo de clarificacdo simples do caldo representado
por correcao do pH a 6 com leite de CaO a 10°Be seguido de aquecimento a
100°C por 5-60 minutos, com um processo apenas de tratamento térmico na
mesma condicdo. A conclusdo do autor é que os dois processos com e sem
correcdo de pH produzem o mesmo resultado em termos de reducdo da
populagdo microbiana e n&o interferem no processo de fermentagdo. Na mesma
linha de raciocinio, Marques; Machado e Oliveira (1990) enfatizaram o efeito
benéfico do aquecimento durante a etapa de tratamento de caldo em laboratério.
No trabalho desses autores, caldo de cana filtrado em algodao foi aquecido a
temperaturas de 30, 50, 70, 90°C em banho-maria e 100°C por fervura direta, sem
mencionar tempos de aquecimento, e submetidos a ensaios de fermentacado. Os
autores concluiram que o aguecimento do caldo deve ser encarado também como
uma maneira de se controlar a contaminagdo microbiolégica durante a
fermentacdo, visto que a carga de bactérias no vinho foi o Unico fator
microbiolégico afetado significativamente com o aumento da temperatura de
tratamento do caldo sugerindo o uso de esterilizacdo comercial do caldo de cana a
exemplo do que ocorre em outras industrias como a de laticinios, para que tais
micro-organismos nao venham interferir negativamente no processo fermentativo.
Na pratica essa sugestdo ainda nao foi adotada. Em outro trabalho, Marques e
Machado (1990) aqueceram caldo filtrado em algodao a temperaturas de 30, 50,
70 e 90°C em banho-maria e 100°C por fervura direta por 2 horas, completaram o
volume dos frascos com agua destilada e submeteram a testes de fermentacao a

30°C. Os autores ndo detectaram alteragdes nos agucares redutores totais (ART),
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pH, acidez sulfarica e tampouco efeitos positivos ou negativos sobre a atividade
da levedura, mas indicaram que para a producdo de agulcar, o “tratamento
térmico” pode causar decréscimos no teor de sacarose e reducao na eficiéncia
global de fabricacao.

A pesquisa de Nolasco Junior (2005) forneceu duas condi¢des limites: uma
mais branda com preservacao da sacarose € outra mais rigorosa com preservacao
do ART, em ambos os casos o tratamento térmico foi otimizado para preservagao
de 98,7% dos acgucares, dentro da margem de erro da metodologia usada para
determinacao dos agulcares, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Em
termos de tratamento térmico com finalidade de preservagao microbiolégica, pode-
se citar Samorano e Faria (2006) em caldo de cana para bebida. Os autores
compararam processamento asséptico com tratamento térmico representado pelo
binbmio 141°C/10s e envase a 25°C, com tratamento térmico representado pelo
binbmio 110°C/10s com envase a 90°C em garrafas de vidro submetidas a
resfriamento a 40 °C por imersdo em agua clorada, 5 ppm, e concluiram que o
envase a quente se mostrou mais adequado tanto em termos sensoriais quanto
em termos de alteracdes fisico-quimicas e com a vantagem de ser um processo
mais simples e acessivel a pequenos produtores. Esses autores néao
especificaram a forma como foi obtido o binbmio de temperatura e tempo utilizado,
nem qual era o micro-organismo alvo.

Os trabalhos citados anteriormente sem duvida causaram alguma reducao
na concentragdo inicial de contaminantes, mas ndo mencionaram 0O micro-
organismo alvo, fatores nutricionais a serem preservados ou estudos cinéticos de

destruicdo térmica das espécies envolvidas necessarios para definicdo de
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processos térmicos. Por outro lado, o trabalho de Nolasco Junior (2005) foi
totalmente baseado em estudos cinéticos das espécies envolvidas o que permitiu
a determinagao da zona de processo térmico, otimizada para maximo rendimento
global, formada por binbmios de temperatura e tempo, delimitada por curvas de
tempo e temperatura de destruicao térmica (TDT) para causar reducéo de 5 ciclos
logaritmicos no micro-organismo alvo, G. stearothermophilus, e preservacao de
98,7% dos acucares sacarose e ART do mosto. Essa é a base do principio da alta
temperatura — curto tempo de processamento. Para a termobacteriologia, isto é
apenas questao de otimizacao (PFLUG, 1990).

Foram encontrados alguns trabalhos realizados na década de 1970 sobre
esterilizagcdo de melaco em altas concentracées de solidos dissolvidos e longos
tempos de tratamento. Esses trabalhos avaliaram os impactos da esterilizacdo nas
propriedades tecnolégicas (solidos totais dissolvidos, concentracao de sacarose e
acucares redutores, pH, etc) e microbiolégicas e na degradacdo de acucares.
Processos térmicos com binémios 110C/30min, 120C/15min, 130C/10min e
140C/5min foram efetivos para suprimir totalmente a microflora contaminante, mas
diluicdo para 50-60% de solidos dissolvidos foi recomendada para melhorar a
efetividade do processo térmico na preservacao das propriedades tecnolégicas do
melagco e minimizar a formacdo de melanoidinas (SHVETS; SLYUSARENKO;
PATSERA, 1972; SLYUSARENKO; SHVETS; KNOGOTKOVA, 1972). Shvets
(1976) verificou que a constante cinética de inversdo da sacarose ndao dependia

da concentracdo do melago sendo minima em pH na faixa de 6,8-8,5.
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2.4. Otimizacao de processos térmicos

Kwok; Liang e Niranjan (2002) ajustaram modelos matematicos e cinéticos,
obtidos em batelada com tubos capilares, para as mudancas na qualidade
induzidas pelo calor incluindo atividade inibidora de tripsina (AIT), degradacéo de
tiamina, riboflavina, cor e aroma e para esporos de Clostridium sporogenes em
uma grande faixa de condi¢cdes de tempo e temperatura, mas com interesse na
faixa de ultra-alta temperatura. Um processo otimizado graficamente por curvas
TDT das espécies de interesse foi realizado e validado nas temperaturas de
139°C, 145°C e 154°C com excelente ajuste dos dados obtidos experimentalmente
e os preditos pelos modelos matematicos. A 143°C/60s foi possivel produzir um
leite de soja comercialmente estéril com inativacao de AIT satisfatoria, superior a
90%, cor e aroma altamente aceitaveis e com retencdo de tiamina entre 90-93%.
De forma similar, Claeys et al. (2004) apresentaram o conceito dos integradores
de tempo e temperatura para avaliagao do tratamento térmico a que foi submetido
o leite sem conhecer a historia térmica do processo. Os autores estudaram seis
(6) compostos como potenciais integradores de tempo e temperatura para o leite:
as enzimas alcalina fosfatase e lactoperoxidase, a proteina B-lactoglobulina e os
compostos quimicos hidroximetilfurfural, lactulose e furosina. A partir de estudos
cinéticos de formacdo ou destruicdo desses produtos e destruicdo térmica do
micro-organismo alvo, foram tracados diagramas gerais de tempo e temperatura
de tolerdncia. Esses diagramas sdo muito informativos ja que permitem
visualizagdo do impacto do processo térmico sobre o leite e avaliagao do critério

utilizado para confirmar sua autenticidade de acordo com a terminologia aplicada.
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Além do mais, a combinacao étima da temperatura e tempo de aquecimento pode
ser rapidamente deduzida a partir desses diagramas.

Ghani et al. (2001) utilizaram um procedimento de dinamica computacional
de fluidos incluindo cinéticas de degradacado bioquimica de acido ascérbico,
tiamina e riboflavina e de destruicdo térmica de Clostridium botulinum para
predizer a zona de aquecimento mais lenta em processos de esterilizacao de latas
contendo suco de cerejas a 74Brix a diferentes temperaturas. Nesse trabalho foi
possivel demonstrar a migracdo da zona de aquecimento mais lenta da seccéao
transversal da lata no inicio do aquecimento para o fundo no final do processo,
bem como, a dependéncia das concentragcdes remanescentes de bactéria e
vitaminas frente ao perfil da temperatura e fluxo.

Considerando que o principal objetivo de projeto de um processo térmico
continuo é a garantia de um tempo de residéncia minimo de retencao, a
otimizacdo de processo requer o conhecimento da distribuicdo dos tempos de
residéncia. Nesse sentido Torres e Oliveira (1998) propuseram a determinacao
experimental da distribuicio dos tempos de residéncia através do uso de
tracadores, j& que os modelos tedricos fornecem valores conservativos e
consequentemente sobreprocessamento de produtos.

Revisando processos térmicos e qualidade dos produtos, Awuah;
Ramaswamy e Economides (2007) destacaram o processamento asséptico
UHT/HTST pela histéria de sucesso desse tipo de tratamento para alimentos
liguidos e alimentos liquidos contendo sélidos particulados. Entre as vantagens
citadas estdo maior retencao de fatores de qualidade e maior eficiéncia energética

devido as taxas de transferéncia de calor elevadas. Os autores relataram que
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devido a complicacbes associadas ao efeito da temperatura na viscosidade do
produto e na distribuicio dos tempos de residéncia, o FDA, no passado,
reconhecia apenas a letalidade no tubo de retencédo considerando as letalidades
do aquecimento e resfriamento como fatores de seguranca. Segundo 0s mesmos
autores, mais recentemente o FDA iria aceitar a letalidade integral do processo
contanto que dados apropriados fossem apresentados para dar suporte a qualquer
reclamagao. Continuando, Awuah; Ramaswamy e Economides (2007) destacaram
o consideravel esforco que vem sendo desenvolvido para estender o processo
asséptico a produtos contendo particulas maiores. As maiores preocupacdes com
produtos contendo particulas grandes incluem a complexidade da distribuicdo dos
tempos de residéncia e da transferéncia de calor e ponto mais frio para o sistema
com particulas em movimento. Diante dessa complexidade, os autores citaram
novas tecnologias que estao previstas para ajudar a resolver parte dos problemas
como validagao global do processo usando marcadores microbiolégicos,
marcadores quimicos como enzimas ou outros indicadores apropriadamente
calibrados em termos de tempo e temperatura.

2.5. Riscos associados ao uso intensivo de antibiéticos no controle da
contaminacao

Wannmacher (2004), citando dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), relatou que as infecgbes causam 25% das mortes em todo o mundo e
45%, nos paises menos desenvolvidos. Estimativas indicavam que somente nos
Estados Unidos, havia 160 milhGes de prescricbes de antibiticos (30
prescricoes/100 pessoas/ano), correspondendo a 25 mil toneladas de antibiéticos,

dos quais cerca de 50% destinavam-se a pacientes sendo o restante usado em
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animais, agricultura e aquacultura. O desenvolvimento de resisténcia € fenémeno
biolégico natural que se seguiu a introducao de agentes antimicrobianos na pratica
clinica. O uso desmedido e irracional desses agentes tem contribuido para o
aumento do problema. A chamada pressao antibibtica, referente a relagao entre
extensdo de uso de antibidticos e selecao de cepas resistentes, é assunto
polémico, mas o uso continuo de antimicrobianos tem aumentado a resisténcia de
varias bactérias a antimicrobianos comuns. A contencdo da resisténcia sera
alcancada mediante o uso racional de antimicrobianos em medicina humana e uso
nao humano.

Durante a Conferéncia Européia sobre Uso de Antimicrobianos, em 2001,
foi enfatizado que o problema da resisténcia microbiana n&o iria ser contornado
pelo continuo desenvolvimento de novos farmacos, mas pela urgente
preocupacao com a imediata reducdo do uso desnecessario e, muitas vezes,
inapropriado dos antibiéticos (WANNMACHER, 2004). De Freitas (1989) avaliou
que se por um lado, o Homem isola ou sintetiza novos antibiéticos, pelo outro, as
bactérias ampliam, a todo instante, o seu arsenal de defesas, recorrendo aos
mecanismos que possibilitam a neutralizagdo dos efeitos (inibitério,
bacteriostatico, bactericida e bacteriolitico) dessas drogas. De acordo com o autor,
esses mecanismos vao desde a alteragdo da permeabilidade da parede e/ou das
membranas, passando pela producdo de enzimas inativadoras dos antibiéticos,
até a modificacao dos seus sitios de acao, sendo que as bactérias dispdem, ainda,
de plasmidios e transposons, por meio dos quais difundem, entre si, a
competéncia genético-bioquimica que lhes confere esses mecanismos de defesa.

Nesse mesmo artigo, o autor reportou que a classica resisténcia bacteriana aos
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antibiéticos, caracterizada por valores aumentados das concentracbées minimas
inibitérias, CMI, e bactericidas, CMB, em relacao aos valores das cepas sensiveis,
somou-se, desde o inicio da década de 70, a tolerancia a antibidticos. Na cepa
tolerante, a CMI é a mesma da cepa sensivel ao passo que a CMB é muito mais
alta chegando a CMB/CMI > 16. Do ponto de vista terapéutico, para eliminar a
cepa resistente basta alcancar a CMI=CMB, ja a morte da cepa tolerante exigiria
pelo menos 16 x CMI. Assim, o aumento da concentracdo do antibiotico poderia
nao ser suficiente para atingir a CMB no sitio da infeccdo e desencadear os
chamados efeitos colaterais dos antibiéticos (DE FREITAS, 1989).

Um dos principais usos ndo humanos de antibiéticos é na nutricdo animal,
como promotores de crescimento, na criacao intensiva de animais. Essa pratica
tem sido apontada como uma das fontes ndo humanas principais, que sustenta o
aparecimento de bactérias nocivas ao Homem, resistentes a antibiéticos. O
mecanismo de transferéncia de resisténcia que essa pratica exerce sobre as
bactérias nocivas ao Homem é bastante controverso, embora haja clara evidéncia
gue o aumento no consumo de antibidticos na veterinaria, tem sido acompanhado
por um similar aumento no numero de linhagens de patégenos humanos
resistentes a antibidticos. Estudos com Salmonella, Escherichia coli, Enterococos
e Campylobacter sustentam a reivindicacdo de que novos genes resistentes
poderiam ser selecionados na flora bacteriana de animais, como consequéncia
direta do uso de antibiéticos (THAL; ZERVOS, 1999; PESSANHA; GONTIJO
FILHO, 2001; VAN DEN BOGAARD et al., 2002; LEDERGERBER et al., 2003).

Existem relatos na Europa sobre bactérias resistentes a vancomicina®,

uma das drogas de Ultimo recurso para tratamento de certas infeccoes,
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possivelmente associado ao uso na agricultura do avoparcina, uma droga
quimicamente similar a vancomicina. Nos EUA foi relatado fendmeno similar com
0 synercid, a droga usada para tratar infeccbes resistentes a vancomicina
possivelmente associado ao uso da virginiamicina, quimicamente relacionada ao
synercid, como promotor de crescimento em aves e porcos (UNION OF
CONCERNED SCIENTISTS, 2010). A Administracdo de Drogas e Alimentos
Americana (FDA) baniu o uso de uma classe particular de antibiéticos chamada
fluoroquinolonas na criacdo de frangos ao passo que, preocupacdes com
bactérias resistentes a antibidticos levaram a Unido Européia a banir, em 1999, o
uso de quatro antibiéticos usados como promotores de crescimento em frangos
(LEDERGERBER et al, 2003). No ambito da Unido Européia, nova
regulamentagcdo proibiu totalmente o uso de antibidéticos como promotores de
crescimento a partir de 2003, inclusive a monensina sédica, a salinomicina sodica,
a avilamicina e o flavofosfolipol que ndo s&o usados na medicina humana
(EUROPA, 2003). Haese e Silva (2004) avaliaram as vantagens e desvantagens
do uso de antibiéticos como promotores de crescimento na criagao intensiva de
animais. Segundo os autores, o Brasil estd passando por um periodo de
mudancas em relagao a legislacéo sobre o uso de antibiéticos, seja na terapéutica
seja como promotores de crescimento. Ainda segundo Haese e Silva (2004), o
decreto de lei sobre o0 uso de antibi6ticos no Brasil foi revogado em 22 de abril de
2004, estando em discussao as novas normas para 0s mesmos ressaltando que
eram liberados para uso, até aquela data, 17 antibiéticos como promotores de

crescimento e 117 para uso terapéutico.
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Conforme visto anteriormente, o problema dos contaminantes na
fermentacao alcoodlica aqui no Brasil e também nos Estados Unidos, os dois
maiores produtores de etanol combustivel, é enfrentado com o uso intensivo de
antibiéticos. O consumo de antibiéticos médio de 8,7 g/m® de etanol produzido na
safra 2005/2006° aplicado & producdo da safra 2008/2009 de 27 bilhdes de litros
de etanol (JORNALCANA, 2010), representaria um consumo de 234,9 toneladas
de antibioticos. Assim observa-se que a produgdo em larga escala de
biocombustiveis estaria baseada no uso intensivo de antibiéticos se apresentando
como mais um setor a contribuir para a crescente resisténcia a antibiéticos.

A pressédo seletiva da antibioticoterapia no setor sucroalcooleiro foi
constatada por Lima, Grisi e Bonato (1999) que realizaram um rastreamento num
agrossistema de cana-de-agucar para obtencao de bactérias capazes de sintetizar
polihidroxialcanoatos (PHA) e que usassem a sacarose como principal fonte de
carbono, além de serem resistentes a antibiéticos. De acordo com os autores,
oitenta e duas linhagens de bactérias, pertencentes a dezesseis géneros e trinta e
cinco espécies foram isoladas, dentre as quais setenta e trés (89%) apresentaram
multipla resisténcia a antibiéticos em dosagens de 10 — 100 U/ml de penicilina e
100 — 300 pg/ml de virginiamicina, antibiéticos usados na fermentagéo das usinas.
Para os autores, esse fendmeno de resisténcia encontrado nessas linhagens
estaria ligado a pressao seletiva exercida pela aplicagdo da vinhaca no solo, no
sistema de manejo e cultivo de cana-de-acucar. Vale ressaltar que, no processo

de sangramento e recuperac¢do do fermento para produgcdo de levedura seca, 0s

> CENTRO DE TECNOLOGIA CANAVIEIRA — Controle mituo agroindustrial safra 2005/06. Piracicaba,
2006.
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importadores nao aceitam lotes de produto de fermentacdes alcodlicas com
dosagem de antibiéticos como Kamoran® e HJ®°

Para Wannmacher (2004), no inicio da década de 40 do século XX, foi
iniciada a “era antibiotica”, que parecia destinada a vencer a grande batalha contra
as infeccoes, erradicando doencas e aumentando significativamente a expectativa
de vida. Nos primérdios do novo século, esses mesmos antibiéticos estdo no bojo
de uma guerra atual e futura — a da resisténcia microbiana — que sera perdida, a
menos que haja conscientizacado global sobre a gravidade do problema e adocao
de sérias estratégias para conté-lo. Para a autora, trata-se de mais um desafio
global.

2.6. Fertirrigacao: efeitos da vinhaca no solo

A tecnologia de fermentagao alcodlica atual, apesar de apresentar um dos
mais elevados niveis de produtividade do mundo, também se caracteriza por gerar
um volume de vinhaca excessivamente alto (10-15 litros/litro de alcool produzido).
Vinhaca é o residuo da destilacdo de mostos fermentados e genericamente e
dependendo da composicao do mosto, se mais ou menos rico em melago, é um
material de alta carga organica e de potassio com valores médios de demanda
bioquimica e quimica de oxigénio, DBO e DQO, de 16950 mg/l e 28450 mg/l;
respectivamente (DE SOUSA, 2005). No chamado etanol de segunda geracéo,
obtido por hidrolise de materiais lignocelulésicos, o volume de vinhaca gerada

podera ser da ordem de 18 litros para cada litro de etanol produzido porque os

®NOTA DO AUTOR

42



caldos hidrolisados tenderdo a ter concentracdes de acucares menores que O
caldo de cana.

Até 1978 a vinhaca era despejada diretamente nos rios e a partir dessa
data passou a ser totalmente aplicada nos canaviais com 0 objetivo de substituir
total ou parcialmente a adubacdo mineral e evitar a poluicdo de mananciais
superficiais (DE SOUSA, 2005). Entre os beneficios da pratica da fertirrigacao,
nome dado a pratica da aplicacéo da vinhaga no solo pelo fato de disponibilizar ao
mesmo tempo agua e o nutriente mineral potassio, De Sousa (2005) citou a
utilizacdo de solos de baixa fertilidade, melhor produtividade e maior longevidade
dos canaviais, além de baixo uso de fertilizantes quimicos. Ainda de acordo com
com o autor, respeitando-se as caracteristicas dos solos onde é aplicada, a
localizagdo das nascentes d’agua e os volumes definidos como adequados em
cada situacao, a vinhaca nao provoca efeitos negativos sendo considerada um
fertilizante orgéanico e liberada também para a producao de acucar “organico”, na
qual ndo podem ser utilizados insumos quimicos como herbicidas, inseticidas e
adubos minerais. Alguns trabalhos recentes avaliaram e recomendaram o uso de
vinhaca e lodo de tratamentos de esgotos, o primeiro como fonte de potassio e
ultimo como fonte de nitrogénio, na adubagédo de cana-de-aglcar em substituicao
a adubacao mineral, conferindo uma importante destinacdo a esses residuos
(CANELLAS et al.,2003; CO; MARQUES; TASSO, 2008; FRANCO; MARQUES;
DE MELO, 2008). De Rezende et al. (2006) avaliaram a aplicacao de vinhaca em
canavial de Pernambuco na regidao nordeste brasileira durante 16 anos. Os
resultados mostraram que nas taxas utilizadas, 80 m*ha, a adigéo de vinhaca foi

claramente benéfica no curto e no longo prazo principalmente devido ao potassio
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e redugado da acidez do solo e da toxidez do aluminio. Entretanto, os autores
alertaram que os solos proximos a destilaria ficaram saturados em potassio
enquanto os solos mais distantes necessitavam de adi¢ao de potassio mineral.
Devido ao grande volume e custos do manejo desse residuo, os critérios de
aplicacao sao econémicos e nao técnicos. Consequentemente a fertirrigacao nao
€ praticada em toda a area de cana colhida. Segundo Dematté et al. (2004),
300m%/ha representam doses normais de aplicacdo de vinhaga. Dados ndo
publicados, obtidos com empresas de implantacao de projetos de fertirrigagdo com
vinhaga em usinas, indicam os custos de aplicacdo da vinhaca no solo de acordo
com o processo empregado (Tabela-4). Por esses dados e considerando o valor
médio de R$ 750,00/m* do etanol no ano de 2007, o sistema mais barato de
aplicagdo de vinhaga representaria 4,23% do faturamento em &lcool de uma
unidade produtora. Os custos, para aplicagcdo em toda area de cana colhida, séo
muito elevados e por isso prevalece o critério econémico de aplicacdo e
distribuicao de vinhaca.
Tabela 4. Custos de aplicacao de vinhaca de acordo com o tipo de processo

de aplicacao. Valores referentes a fevereiro/2007.

CUSTO R$/m>de
PROCESSO DE

- vinhaca Observacdes
APLICACAO
(base fev/2007).
Canal + carretel 2,35 -X-
_ Frete 10 km e dosagem
Caminhao + carretel 2,83 3
de 100 m“/ha.
_ R$ 67,00/m> para
Concentrada (40°Brix) 69,59
concentrar

44



A prética da fertirrigacdo € controversa e tem crescido a preocupacao com
possiveis impactos negativos na qualidade dos solos e das aguas subterraneas. O
contexto geolégico da regido de Ribeirao Preto, principal regido produtora de
cana-de-agucar do Estado de Sao Paulo com alta porosidade e intenso
fraturamento no substrato de basalto e diabasio, ndo oferece uma zona de
retencdo confidvel de poluentes para o aqlifero Botucatu-Piramboia (SAO
PAULO, 1995). Estudo realizado na area de afloramento do Aquifero Botucatu-
Pirambdia, no municipio de Serrana, regidao de Ribeirdo Preto, indicou que apds
aplicacao de vinhaca, as andlises quimicas demonstraram que parametros como
carbono organico dissolvido (COD), cloretos, nitrogénio kjendahl total, nitrogénio
amoniacal e sulfato, atingiram as aguas subterraneas, causando alteracbes em
seus valores naturais; o potassio e o nitrogénio nitrito ndo provocaram alteracdes
(GLOEDEN, 1994). Gunkel et al. (2007), ap6s avaliar o impacto da producao de
etanol e cana-de-acucar focado na fertirrigacdo sobre o rio Ipojuca em
Pernambuco, regido nordeste brasileira, sugeriu uma reavaliacdo critica do
programa brasileiro de biocombustiveis na dire¢do de métodos ecologicamente
corretos, reduzindo os rejeitos e adotando reciclos. Cruz; Righetto e Nogueira
(1991) observaram em éarea de cultura de cana-de-agucar, que recebe aplicacao
de vinhaca de 300m%ha/ano, a manutencdo da fertilidade do solo, mas com
elevacao da concentracdo de nitrato nas aguas subterraneas. Martinelli e Filoso
(2008) avaliaram os desafios sociais e ambientais da expansédo da agroindustria
da cana-de-acgucar para producdo de etanol no Brasil. No que diz respeito a
vinhaca, os autores ressaltaram que a solucéo da fertirrigacdo ajudou a proteger

os sistemas aquaticos apenas parcialmente citando estudos que demonstraram
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alteragdes significativas na qualidade da agua a 1,8 km abaixo de uma usina de
acucar e alcool.

Tauk (1990) avaliou, durante cinco (5) anos, o efeito de doses cumulativas
de vinhaca de 20 I/m?/ano e 50 I/m?ano sobre a dinamica da microbiota do solo do
cerrado. Foi observado que a vinhaca alterou a populagao microbiana no solo. Os
fungos mais abundantes em solo de cerrado sem vinhaga foram Chaetomium,
leveduras, Mucor, Penicillium e Trichoderma, enquanto que em solos tratados com
vinhaga os mesmos géneros foram encontrados com inclus&o do fungo Verticillium
e supressao de leveduras. A atual expansao do setor sucroalcooleiro para outras
regibes do pais, como a regido dos cerrados no centro-oeste do Brasil, por
exemplo, encontrara solos com valores extremamente baixos de CTC (capacidade
de troca cations), indicativo de alto grau de intemperizacdo com predominancia de
argilas de baixa atividade e, portanto, indicativa de grande potencial para lixiviacao
de cations (LOPES, 1983).

Foi avaliado o efeito da concentragdo da vinhaga aplicada a trés variedades
de cana. O estudo revelou que todas as variedades apresentaram aumento nos
sélidos sollveis totais e de acumulacdo de sacarose quando vinhaca a 25% foi
usada (SINGH et. al., 2007). Lelis Neto (2008) avaliou a dinamica de diferentes
componentes quimicos presentes na vinhaga em dois diferentes tipos de solo,
argiloso e arenoso, submetidos a dosagens de vinhaga de 100, 150, 200, 250 e
300 m*ha e concluiu que a percolacdo de fons esta diretamente relacionada com
o tipo de solo e com a concentracédo de vinhaga e que a movimentagdo dos ions
deve ser estudada em longos periodos para mostrar melhor a sua movimentagao

no perfil do solo. Em oito meses de aplicacdo os parametros de transporte
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evidenciaram positivamente a adsorcdo e o deslocamento de ions nitrato e
potassio presentes na vinhaca sendo que nenhum dos tipos de solo estudados
apresentou risco de contaminacao do lencol freatico por nitrato, mesmo na maior
dosagem de 300 m*ha. E consenso entre os agentes do setor que o etanol para
se tornar uma “commodity” internacional devera ser produzido em diversas partes
do mundo, entretanto, o residuo vinhaca é uma limitacdo para expansdo da
producdo em outras partes do mundo. Estudo realizado na Universidade da
Flérida para avaliar a possibilidade de implantacdo de um sistema integrado de
producdo de biomassa em energia apontou a necessidade de solucdes efetivas
para a vinhaca (WILKIE; RIEDESEL; OWENS, 2000). A Colémbia iniciou em 2001
seu programa nacional de alcool combustivel com restricbes as tecnologias a
serem usadas relativas a baixa producao de vinhaca e gerenciamento de residuos
(BELTRAN, 2007). Algumas solucdes para reduzir o volume de vinhaga tém sido
apontadas como a bioconcentracdo que recicla 60% do volume da vinhaca na
fermentacdo (NAVARRO; SEPULVEDA; RUBIO, 2000). O Brasil testou sem
sucesso o reciclo de vinhagca na fermentacdo através do processo Biostil® na
década de 80 (LEAO, 2005).

Além dos impactos ambientais discutidos sobre os riscos existentes para o
lencol fredtico e salinizagcdo do solo, € necessario avaliar o efeito ambiental do uso
intensivo de antibi6ticos usados no controle de contaminantes na fermentacao, ja
que por serem termo resistentes, a maior parte do antibiotico utilizado é
incorporada ao solo pela pratica da fertirrigacdo. Neste caso a produgédo de
biocombustiveis pode ser mais um dos fatores ndo humanos a contribuir para o

aumento da resisténcia a antimicrobianos que a medicina vem enfrentando. O
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unico trabalho que avaliou este fato até o momento é o trabalho de Lima, Grisi e
Bonato (1999).

2.7 A Evolucgao tecnologica na producao de bioetanol no Brasil

Em outubro de 1975 foi anunciado, pelo governo federal, o Programa
Nacional do Alcool, Prodlcool, como forma de enfrentar a crise gerada pelo
choque do petréleo ocorrido entre 1970 e 1973, que teve seu pregco aumentado
em 100% em poucas semanas causando grandes problemas na balanca de
pagamentos do Brasil, na época, muito dependente do petréleo importado (LIMA;
MARCONDES, 2002). De acordo com Ometto (1998), o balanco de 20 anos de
existéncia do Proalcool foi positivo, pois propiciou consideravel desenvolvimento
tecnologico, expandiu o desempenho da economia e evitou, pelo menos
parcialmente, o agravamento da questao ambiental. Ainda segundo o autor, desde
a sua criacao, o Proalcool representou investimentos de US$ 11 bilhdes e obteve
economia de divisas de US$ 27 bilhdes, substituindo parte das importagdes de
petréleo. A partir do Proalcool, houve demanda por processos mais eficientes e
avancos tecnolégicos se acentuaram na cadeia produtiva da agricultura e da
industria sucroalcooleira. O antigo processo de fermentagao tipo batelada com
longos tempos de processo de 24-30h e baixo rendimento, com cortes para
formacao de in6culo para novos ciclos de fermentacdo (AMORIM, 2005), foi
substituido pelo processo de Melle-Boinot” (MARILLER, 1951). O processo de
Melle-Boinot, patente n® 770.666 de 1933, compreendia reciclo de fermento para

saturacao e reducao da produgao de biomassa por 5-10 ciclos e nova propagacao

T GONZALES, C.A.; ROSSELL, C.E.V. Processos de fabricacio de aciicar e alcool. Piracicaba: Centro de
Tecnologia Copersucar, 1986. 10p. (RT-207-85/86).
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e tratamento com &cido sulfarico pH 2,6-2,8 (MARILLER, 1951). A patente n®
746078, também de Melle-Boinot, descrevia o processo de reciclo de fermento
através de centrifugas e reivindicava rendimento de 65 litros de etanol/100 Kg de
sacarose, maior controle de contaminantes por serem lavados do processo pela
centrifuga e viabilidade celular de 80-85% (MARILLER, 1951).

A fermentagdo batelada pode levar a baixos rendimentos e/ou
produtividades, pois substrato adicionado de uma sé vez no inicio da fermentacao
exerce efeitos de inibicao, repressao, ou desvia o metabolismo celular a produtos
que nao interessam (DE CARVALHO; SATO, 2001). De acordo com Maiorella;
Wilke e Blanch (1981), a inibicdo as leveduras se torna mais pronunciada em
concentracdes de acucares acima de 150 g/l. As respostas metabdlicas de
leveduras a choque osmoético sdo conhecidas: perda de agua intracelular,
producao de glicerol como agente osmorregulador, acumulo de trealose e inibicao
do crescimento celular como forma de adaptacao a essa condicao e também por
inibicao pelo produto formado, o etanol (HOHMANN, 2002; HOHMANN; KRANTZ;
NORDLANDER, 2007; DEVANTIER et al.,, 2005). Segundo alguns autores, o
efeito inibitério do etanol na taxa de crescimento celular comeca a partir de
concentracdes de 15 g/l com inibicdo total sendo reportada a 110 a 115 g/l
(MAIORELLA; WILKE; BLANCH, 1981; LUONG, 1985).

O estudo da cinética de processos microbianos tem por objetivo basico
quantificar a taxa de crescimento celular, consumo de substrato, formacao de
produtos e demais parametros relacionados e os modelos cinéticos normalmente
usados para descrever a fermentagdo alcodlica sdo os nao-estruturados e néo

segregados, nos quais as células de micro-organismos sado consideradas como
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soluto (BAILEY; OLLIS, 1986; ANDRIETTA, 1994; VIEGAS, 2003). A equacao
mais simples que representa o fendbmeno do crescimento é a equacao de Monod
(Eg. 1) que € vélida para sistemas sem efeitos inibitérios significativos, ou seja,

para baixas concentragdes de etanol e de biomassa no meio.

S
_ Eq. 1
a 'umax(Ks+Sj 9

Os véarios modelos cinéticos e parametros ajustados podem ser

encontrados na literatura (ATALA, 2000; TOSETTO, 2002). Um exemplo de
modelo cinético ndo estruturado e nao segregado é o modelo de Tosetto (2002),
Eq. 2, que apresenta termos de inibicdo pelo substrato e pelo produto cujos
parametros cinéticos ajustados pelo autor em experimentos realizados para essa

finalidade podem ser encontrados na Tabela-5.
S,

Yy
P
S, +K,+—- e

i

Tabela-5. Parametros cinéticos do modelo de Tosetto (2002).

Ks (9/1) Hmax (h™) Prmax (9/1) YN Ki (g/1)

21 0,5 88 0,7 15,5

. Fonte: TOSETTO (2002).

Os processos continuos e batelada alimentada dominam a tecnologia de
fermentacdo na producédo de bioetanol no Brasil e sdo projetados para operarem
fora das condicdes inibidoras de substrato ou de produto (ANDRIETTA, 1994,

AMORIM, 2005). Andrietta (1994) citou como vantagens dos processos
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fermentativos continuos a maior produtividade, maior uniformidade do produto e
maior adaptabilidade ao controle automético.

Apesar dos avangos em modelagem a realidade dos processos industriais
de fermentacao era bem diferente. O tratamento do caldo para fermentacao era
deficiente e enviava grandes quantidades de sélidos ao processo que, devido as
suas caracteristicas granulométricas, a maior parte, 60%, era reciclada e
acumulava nos fermentadores disponibilizando alguns milhares de metros
quadrados de superficie, rica em macro e micro nutrientes inclusive acgucares
residuais, que se transformava num habitat para o desenvolvimento de
contaminantes que nem mesmo o uso de antibiéticos conseguia eliminar®. Outra
caracteristica do processo de fermentacao é que sao abertos, nao contidos de fora
para dentro ou de dentro para fora, € uma grande microbiodiversidade pode ser
encontrada no interior dos fermentadores como visto anteriormente. Para Nolasco
Junior e Finguerut’, o mosto pode ser responsabilizado pela microbiodiversidade
encontrada na fermentacdo, pois inocula continuamente uma carga elevada de
bactérias no processo de fermentacao que é reciclada quase totalmente durante o
reciclo de fermento, que recicla 95% do fermento e 70% das bactérias, como pode
ser visto na Figura-2. Os autores avaliaram que uma vez inoculada na
fermentacdo, qualquer que seja a quantidade de contaminantes, todas as

espécies que compde a microbiodiversidade serdo estimuladas a se reproduzir

8 CHRISTOFOLETTI, A.J.; NOLASCO JUNIOR, J.; FINGUERUT, J. Tratamento de caldo e incrustacio
no processo de esterilizacdo de mosto. Piracicaba: Centro de Tecnologia Copersucar, 1998. 22p. (RT-827-
97/98).

o NOLASCO JUNIOR, J.; FINGUERUT, J. Balanco de bactérias na fermentacio continua. Piracicaba:
Centro de Tecnologia Copersucar, 1996. 22p. (RT-764-95/96).
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pela oferta de substrato, mas também serdo inibidas pelos produtos do
catabolismo desses mesmos substratos. Para os autores, 0 modelo cinético de
crescimento desses micro-organismos seria necessariamente complexo, por
envolver cultura mista de micro-organismos, diversos produtos do catabolismo e

ainda as interacdes entre as diversas espécies.
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Figura 2. CARGA MICROBIOLOGICA DO MOSTO E DAS CORRENTES FORMADORAS DO
MOSTO EM AMOSTRAGEM NAS USINAS COOPERADAS AO SISTEMA COPERSUCAR
DURANTE A SAFRA 1997/1998.

FONTE: (NOLASCO JUNIOR; FINGUERUT').

1 NOLASCO JUNIOR, J.; FINGUERUT, J. Esterilizacdo de mosto-Processo CIP/SIP. Piracicaba: Centro
de Tecnologia Copersucar, 1998. 37p. (RT-835-97/98).
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Nos anos 1980, a Fundacao Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André
Tosello”, foi contratada pelo Centro de Tecnologia Copersucar para
desenvolvimento de metodologias para acompanhamento dos processos de
extracdo e fermentacdo. Nesse trabalho, além das metodologias microbioldgicas
para acompanhamento do processo, foi avaliada a atividade invertasica das
leveduras de processo cujos valores eram extremamente baixos comparados com
as leveduras de panificagao'".

Os processos de fermentagdo industriais sdo avaliados pelo rendimento
para o qual existem duas metodologias: o rendimento obtido por balanco de
massa no volume de controle da fermentacdo que relaciona a quantidade de
alcool efetivamente produzido com aquela que poderia ser estequiometricamente
produzida a partir do ART alimentado (FINGUERUT et al., 1984) e o método por
subprodutos (FINGUERUT et al., 1985) que mede as producgdes especificas de
outros produtos formados na fermentagdo em relacdo ao etanol produzido. Os
subprodutos medidos sao o glicerol, acidos, leveduras e acucar residual nao
fermentado. Desde Pasteur ja se sabia que outros produtos além de CO2 e etanol
eram produzidos durante a fermentagdo. Essa metodologia foi desenvolvida e
aplicada no ambito do Sistema Copersucar a apresenta a grande vantagem de
eliminar a necessidade de medicao de vazdes de processo para seu calculo. As

bases para o desenvolvimento do rendimento por subprodutos podem ser

"' CENTRO DE TECNOLOGIA COPERSUCAR. Desenvolvimento de metodologia para
acompanhamento da extracdo do caldo de cana e da fermentacdo. Piracicaba: Centro de Tecnologia
Copersucar, 1987. 54p. (RT-335-87/88).

53



encontradas em Finguerut et. al (1985) e Finguerut e Rossell'?. Ao longo dos anos
os coeficientes foram revisados até chegar a férmula usada atualmente, Eq.3'%. O
método de célculo do rendimento por subprodutos tem como principal vantagem,
fornecer informacdes sobre as causas de queda do rendimento, se por excessiva
producdo de levedura, se por excessiva producdo de acidos associado a
contaminacgao.

100
1.01+1.19*% K, yppyra + 0.511% (K 4prr + Kot K ¢ iceron)

Rsp
Eq. 3

Com dados de processo de até 65 unidades produtoras associadas ao
Centro de Tecnologia Canavieira, o programa Controle mutuo agroindustrial
fornece uma excelente caracterizagcdo em termos de eficiéncias setoriais tanto na
agricultura quanto no processamento industrial da cana-de-acgucar para producao
de acucar, bioetanol, geracao de energia e outros produtos, sendo utilizado nesta
pesquisa, o Controle mutuo referente a safra 2005'*. O Controle mutuo é utilizado
no ambito dos associados do Centro De Tecnologia Canavieira como base de
comparacao.

Os anos 90 foram marcados pelos estudos de dindmica populacional na

fermentacdo. De acordo com Basso (2006), a utilizacdo da técnica da

2 FINGUERUT, J.; ROSSELL, C.E.V. Relatério Técnico Referente 2 Produciio de Subprodutos na
Fermentacao Alcodlica. Piracicaba: Centro de Tecnologia Copersucar, 1985. 15p. (RT-188-85/86).

3 CESAR, A.R.P.; FINGUERUT, J. Relatério Técnico Referente 2 Producao de Subprodutos na
Fermentacdo Alcodlica. Piracicaba: Centro de Tecnologia Copersucar, 1992. 12p. (RT-581-92/93).

4 CENTRO DE TECNOLOGIA CANAVIEIRA — Controle mituo agroindustrial safra 2005/06. Piracicaba,
2006.
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cariotipagem eletroforética (STROPPA, 2002) para a identificacdo de leveduras
(espécies e linhagens) na década de 1990 permitiu a selecao das primeiras
linhagens de Saccharomyces cerevisiae com habilidade de permanéncia nos
processos industriais e uma visdo da enorme biodiversidade de leveduras no
ambiente da fermentacdo, de onde se pode resgatar linhagens com as mais
variadas caracteristicas para a utilizacdo em outras aplicagdes biotecnoldgicas.
Segundo o autor, o primeiro impacto resultante da técnica da cariotipagem foi que
as linhagens de Saccharomyces, tradicionalmente empregadas (de panificagéo,
1Z-1904, TA, assim como outras), ndo sobreviviam no ambiente de fermentacao
por mais de 30 dias, sendo substituidas por linhagens indigenas (também
mencionadas como selvagens). Ainda segundo Basso (2006), o estudo das
caracteristicas fermentativas das linhagens selvagens isoladas de processos
industriais permitiu a selecdo de cepas apropriadas a fermentacdo com reciclo,
como conduzida no pais, para alto rendimento em etanol, baixa formacao de
glicerol, ndo floculante, ndo formadora de espuma, manutencéo de alta viabilidade
celular durante os reciclos e altos conteudos celulares de trealose.

Atualmente as linhagens selecionadas mais amplamente utilizadas na
industria (LNF BG-1, LNF CAT-1, LNF PE-2 e LNF SA-1) foram obtidas por
apenas dois laboratérios a Fermentec e a Copersucar, que a partir de 1990
iniciaram o programa de selegdo explorando a biodiversidade no ambiente das
destilarias (AMORIM, 2005; BASSO, 2006). O prefixo LNF da identificagdo das
linhagens de leveduras € referéncia a empresa LNF Latino Americana que

comercializa as linhagens. O prefixo LNF da identificagcdo das linhagens de
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leveduras é referéncia a empresa LNF Latino Americana (LNF, 2010) que
comercializa as linhagens.

De acordo com Basso (2006), tais leveduras apresentam uma taxa de
implantacdo até entdo nunca observada com outras cepas, respondendo em
algumas destilarias pela totalidade da biomassa na dorna ao final da safra, ou
seja, apés um periodo de mais de 200 dias de reciclos diarios, mas em cerca de
40% das destilarias onde sdo introduzidas, mesmo estas cepas sao substituidas
por linhagens contaminantes, que na maioria das vezes apresentam
caracteristicas fermentativas indesejaveis (formacdo de espuma, floculacdo e
incapacidade de metabolisar todo acucar do mosto). Na mesma dire¢ao, outros
autores haviam alertado, quase 10 anos antes, que sob condicdes inadequadas,
algumas leveduras com baixa produtividade em etanol poderiam dominar o
processo de fermentacado, causando sérios prejuizos a industria (ANDRIETTA et
al.,1997). Cabrini e Gallo (1999) fizeram um levantamento das espécies de
levedura no processo de producao de etanol na Usina da Pedra em Serrana-SP,
usando técnica de taxonomia numérica baseada em testes bioquimicos de
assimilacao e fermentagao de fontes de carbono em amostras mensais de caldo
primario, mosto e leite de levedura. De acordo com os autores, na fermentagao foi
detectada maior incidéncia da espécie Saccharomyces cerevisiae e destaque para
o género Candida como contaminante; no leite de levedura as espécies S.
cerevisae, S. bayanus, S. pretoriensis e C. entomophila; no mosto as espécies S.
cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe. As observacdes de Basso (2006) e
Cabrini e Gallo (1999) estao de acordo com as afirmacdes anteriores a cerca da

caracteristica do processo de ser aberto e sem contencao de dentro para fora ou
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de fora para dentro, e o mosto inocula além de bactérias, leveduras no processo
de fermentagéao.

Basso (2006) avaliou que a estratégia de selecao de linhagens
termotolerantes, tolerantes a etanol ou a outro fator considerado isoladamente,
nao resultou em linhagens com sucesso na industria pelo fato de que a linhagem
para sobreviver no ambiente de fermentacdo deve ser, simultaneamente, tolerante
a muitos fatores estressantes, inclusive a fatores que atualmente néao
conhecemos. Desse modo, o autor sugeriu que a utilizacdo do proprio processo
industrial como pressao seletiva para resultar em linhagens com capacidade de
dominéncia e persisténcia ao longo dos reciclos vem a ser uma estratégia
interessante e que a cariotipagem eletroforética permitiria o isolamento de
linhagens com estas caracteristicas indispensaveis para o processo com reciclo
de células, sendo que a selecao seria complementada através da avaliacao destas
linhagens para bom desempenho fermentativo.

Para o entendimento da dinamica populacional nas fermentacoes,
Andrietta, Andrietta e Rodrigues (1995) propuseram uma diferenciagcao entre
leveduras baseado em potencial fermentativo, utilizando para os parametros
cinéticos velocidade especifica maxima de crescimento do micro-organismo e as
produgdes especificas de etanol, massa celular, glicerol e acidos organicos,
sempre em relagdo ao ART consumido. Com o objetivo de melhorar o
desempenho das fermentagcdes, Andrietta, Migliari e Andrietta (1999)
desenvolveram uma metodologia de classificacdo de leveduras quanto a sua
capacidade fermentativa, levando-se em conta as caracteristicas cinéticas e

parametros de rendimento e produtividade das linhagens, em mosto sintético
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padrdao contendo glicose (150¢g/l) suplementado com extrato de levedura (6 g/l) e
sais minerais. Com essa metodologia os autores avaliaram o grau de
heterogeneidade da populacéo de leveduras em fermentagdes industriais quanto
as suas respectivas capacidades fermentativas e recomendaram que as partidas
dos processos fossem feitas com fermentos selecionados nas préprias unidades

na safra anterior, utilizando as linhagens melhores classificadas.
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Resumo
Neste trabalho foi estudada, em unidade piloto de esterilizacdo continua, a
eficiéncia do processo térmico otimizado para mostos de caldo de cana e melago.
O processo foi definido graficamente pela regidao com limite superior representado
por curvas de preservacao de 98.70% da sacarose e dos acglcares redutores do
mosto e com limite inferior pela curva TDT para causar reducdo de 3 ciclos
logaritmicos na populacdo inicial de esporos de G. stearothermophilus, foi
verificada em unidade piloto de esterilizagdo continua Microthermics®, com
aquecimento indireto, nas temperaturas 125°C, 130°C e 135°C. O processo
térmico foi definido a partir de estudos cinéticos de destruicao térmica dos esporos
de G. stearothermophilus em mosto a 21.5°Brix e pH=6.4 nas temperaturas 98°C,
110°C, 120°C, 122.5°C e 130°C pelo método dos tubos TDT. A condicao de
processo a 135°C foi obtida por extrapolacdo dos dados. Em média, os valores
encontrados de numero integral de reducdes logaritmicas (2.55, 2.12 e 3.08)
foram 7.17% maiores que os valores integrais calculados (2.03, 2.10 e 3.09) a
partir dos perfis térmicos estimados para cada processo térmico e utilizando os
tempos médios de tratamento e as temperaturas médias na retencado como
temperaturas de referéncia. A preservacao da sacarose foi maior que 99.20%,
enquanto que a preservacao dos agucares redutores totais foi superior a 99.52%.
Aplicacées Praticas

Os dados dessa pesquisa podem ser usados para dimensionar um projeto em
escala industrial para processamento térmico de mostos a base de caldo de cana

e melaco a fim de controlar os contaminantes da fermentagéo alcodlica sem uso
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de antibibticos, contribuindo para a sustentabilidade da cadeia de producdo de
biocombustiveis.

Introducao

O bioetanol combustivel produzido no Brasil é obtido por fermentagcéo de
acucares contidos no mosto de cana-de-aglcar, processo cujas principais
caracteristicas sao alta densidade celular, curto tempo de processo (< 8 horas) e
reciclo das leveduras com tratamento acido de acordo com o processo de Melle-
Boinot patentes n® 746778/770666 de 1933 (Gonzales e Rossell 1986; Mariller
1951). Outra importante caracteristica dos projetos de fermentacdo em escala
industrial € que eles ndo sdo assépticos e 0s equipamentos € 0 processo nao
seguem critérios sanitarios de projeto. Como conseqliéncia direta dessas
caracteristicas o processo de fermentacdo admite uma grande
microbiodiversidade em seu volume de controle competindo pelos substratos e
causando prejuizos (Centro de Tecnologia Copersucar 1996), sendo que esse fato
€ potencializado pela pratica do reciclo de células (Yokoya e Oliva-Neto e 1991).

A microflora do agrossistema de cana-de-agucar brasileiro tem sido objeto
de muitos estudos dada a importancia desse setor na economia do Brasil. Essa
importancia cresce a cada ano devido ao bioetanol ser a Unica alternativa imediata
de producao de combustivel renovavel em escala comercial para substituicao de
combustiveis fosseis. De acordo com Gallo e Canhos (1991), os géneros
bacterianos mais frequentes no agrossistema de cana-de-acucar brasileiro foram
Lactobacillus (59,75%) e Bacillus (26,58%) inclusive o G. stearothermophilus
formador de esporos de maior resisténcia térmica entre os contaminantes

reportados. Levantamento feito em usinas cooperadas ao sistema Copersucar
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mostrou que o setor de fermentacao era responsavel por 30 a 60% das perdas
totais determinadas na industria de acguUcar e alcool, a maior parte delas
relacionadas aos contaminantes microbioldgicos daquela etapa do processo
(Centro de Tecnologia Copersucar 1996). O gerenciamento do processo €
baseado totalmente em estratégias corretivas mediante uso continuo de acido
sulfarico previamente ao reciclo de fermento e uso intensivo de antibidticos, apds
a verificacdo de problemas operacionais, sendo que durante a safra 2005/06
foram consumidos 8.7g de antibiéticos/m® de etanol produzido (Centro de
Tecnologia Canavieira 2006). Antibidticos também sao usados no controle de
contaminantes nas fermentacdes de milho para producdo de etanol combustivel
nos Estados Unidos da América (Bishoff et al. 2007; Schell et al. 2007; Bayrock et
al. 2003; Hynes et al.1997). O uso intensivo de antibi6ticos tem sido apontado
como uma das fontes ndo humanas principais que sustenta o aparecimento de
bactérias nocivas ao Homem, resistentes a antibiéticos (Thal e Zervos 1999; Van
Den Bogaard et al. 2002; Ledergerber et al. 2003, Pessanha e Gontijo Filho
2001).

Para evitar esta pratica, Nolasco Junior (2005) desenhou um processo
térmico otimizado graficamente pela preservacdo dos agucares do mosto e pela
reducao de 5 ciclos logaritmicos nos esporos de G. stearothermophilus, micro-
organismo alvo, a partir de estudos cinéticos em batelada em tubos TDT.

Tem sido reportado por outros autores que processos térmicos continuos
seriam mais eficientes que processos em batelada, possivelmente devido a
aquecimento ndo isotérmico que poderia causar germinagao de esporos e também

pelo modelo utilizado para estimativa do perfil térmico durante o processamento
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(Davies et al. 1977; Perkin at al.1977; Burton et al. 1977; Wescott et al.1995;
Fernandez et al. 2001; Pacheco-Sanchez 2005; Tamega Junior 2005). Portanto a
utilizacdo de processos continuos, desenhados a partir de parametros cinéticos de
inativacao térmica obtidos em batelada, poderiam causar sobreprocessamento
com prejuizo para as qualidades nutricionais e sensoriais do produto.

Até o final do século 20 o esforco de otimizar processos térmicos se
concentrava em processo para enlatados e também para leite e apés o ano 2000,
poucas pesquisas sobre processos continuos visto que muitos pesquisadores se
dedicaram a estudar alternativas nao térmicas para a esterilizagdo ou
pasteurizacdo tais como alta pressao, ultra violeta, aquecimento 6hmico, entre
outras. Entre as pesquisas com otimizacao de processos térmicos continuos vale
destacar os trabalho de Kwok et al. (2002) que otimizaram graficamente um
processo térmico, numa ampla faixa de temperaturas, para fatores de qualidade
importantes do leite como atividade inibidora de tripsina, retencdo de tiamina e
riboflavina, cor e aroma conseguindo reter 90-93% da tiamina em um processo a
143C/60s. De maneira similar Claeys et al. (2004), a partir de estudos cinéticos de
formacao e destruicdo de produtos denominados integradores térmicos (enzimas
alcalina fosfatase e lactoperoxidase, a proteina B-lactoglobulina e os compostos
quimicos hidroximetilfurfural, lactulose e furosina), desenharam diagramas gerais
de tempo e temperatura de tolerancia para os produtos a fim de avaliar o processo
térmico submetido ao leite sem conhecimento da histéria térmica do processo.
Awuah et al. (2007) destacaram as vantagens dos processos térmicos continuos,

o reconhecimento do FDA pelo efeito letal integral do processo incluindo o
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aquecimento e resfriamento desde que acompanhado de dados justificativos e
chamaram a atencgéo para a questao da determinacéo da distribuicado dos tempos
de residéncia, tarefa especialmente complexa no caso de alimentos contendo
sblidos grandes e previram o uso de novas tecnologias para ajudar a resolver
parte dos problemas com validagcdo global do processo usando marcadores
microbioldgicos, marcadores quimicos como enzimas ou outros indicadores
apropriadamente calibrados. Nenhum trabalho sobre otimizacdo de processos
térmicos de mosto de caldo de cana foi encontrado nas bases referenciais
pesquisadas Web of Science, Compedex, Food and Science and Technology e
Scopus. Apenas alguns trabalhos sobre tratamento térmico em melaco, material
com alta concentracao de sélidos soluveis foram encontrados (Shevets et al. 1972;
Slyusarenko et al. 1972; Shvets 1976).

O objetivo desse trabalho foi verificar o processo térmico desenhado por
Nolasco Junior (2005) a partir de cinéticas de destruicdo térmica obtidas em
batelada (Nolasco Junior e De Massaguer 2006; Nolasco Junior e De Massaguer
2007).

Material e Métodos

Preparo do mosto

O mosto a 21.5%Brix composto por 15% (v/v) de caldo de cana proveniente
dos filtros a vacuo das Usinas a 13.2°Brix, por 22% (v/v) de mel final a 60°Brix e 0
restante 63% (v/v) de caldo de cana do segundo terno de extracdo da moenda a
109Brix, foi clarificado para remogédo de impurezas a semelhanca do processo de

clarificacao industrial, esterilizado a 121°C/40 minutos e mantido resfriado a 0°C
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em camera fria até a realizacdo dos processos térmicos. O processo de
clarificacao consistiu de adicao de acido fosférico 0.25 mL/litro de mosto, calagem
com leite de CaO a 10°Be até pH = 6.4 seguido de aquecimento até fervura a
pressdo atmosférica, dosagem do polimero anibnico Magnafloc LT22®,
poliacrilamida, (Basf Co, Suffolk-VA/EUA) (4 mL/litro de mosto) e decantacao a
temperatura 2-3°C abaixo da temperatura de ebulicdo, em kit de decantacao
composto de quatro provetas graduadas de 1 litro, dotado de lampadas
incandescentes com regulador de intensidade Iluminosa para controle de
temperatura interna. Apds o processo de clarificacdo o mosto resultante
apresentou 21.5°Brix e pH = 6.14. Os tratamentos térmicos foram realizados no
laboratério de Termobacteriologia da FEA/UNICAMP. Para efeito de simplicidade
toda referéncia a mosto neste trabalho sera relativa a mosto com a composicao
acima descrita.
Suspensao de esporos principal

Foi utilizada a suspensao de esporos de G. stearothermophilus ATCC 1518
estocada a 4°C preparada segundo descrito por Pflug (1990) utilizada nos ensaios
de cinética de destruicdo térmica (Nolasco Junior e De Massaguer 2007). A
determinacao da concentracdo de esporos foi realizada em duplicata com choque
térmico de 15 minutos a 98°C, seguido de resfriamento rapido em banho de gelo,
diluicdo e plagqueamento em meio Triptona Soja Agar (TSA, Oxoid®), com

incubacao a 55°C/48h e contagem de sobreviventes.
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Suspensao de esporos para inoculacao em mostos

Foram preparadas, a partir de 2.25mL da suspenséao principal de esporos,
suspensodes para inoculagao direta com volume e concentragdo aproximados de
225 mL e 5.65x10° esporos/mL, respectivamente, nos mostos a serem tratados
termicamente.
Unidade Piloto de esterilizacao Continua

Esta pesquisa foi realizada na unidade piloto de esterilizagdo continua
(MicroThermics® UHT/HTST, Raleigh NC/USA, modelo lab 25DH), Figura-1. A
unidade é equipada com trés (3) trocadores de calor tubulares em espiral sendo
um para preaquecimento que utiliza agua quente como fonte térmica, um para
aquecimento final que utiliza vapor saturado a 4kgf/cm? como fonte térmica e um
resfriador final, que utiliza agua gelada, a temperatura de 10°C, para resfriamento
final do produto processado. A unidade possui trés conexdes usadas como tubos
de retencdo, denominadas EH2, EH3 e EH4 que, para vazao de 1L/min,
apresentam individualmente tempo de residéncia nominal de 30s. Possui também
uma conexao de retencdo denominada retengdo para bebidas que, na vazao de
1L/min, apresenta tempo de residéncia nominal de 6s. Os tempos de residéncia
citados sdo nominais, apenas para referéncia, calculados para agua, utilizando a
velocidade média de escoamento. Os tubos de retencdo podem ser usados
isoladamente ou combinados em série para atingir o tempo de tratamento do
processo em fungdo da vazao. A unidade é equipada com bomba de velocidade
variavel que permite trabalhar com produtos de diferentes viscosidades numa faixa

de vazdo de até 3L/min e contra pressdo de até 7Kgf/cm?. A unidade é dotada de
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termopares tipo T agulhas com 155 mm de comprimento (Ecklund®), instalados a
saida do pré-aquecedor, a saida do aquecedor, a saida do tubo da retencéo, a
saida do resfriador final antes do envase, no produto final e nas utilidades agua a
saida do pré-aquecedor e vapor de aquecimento. Os dados de vazao e
temperatura de processo foram coletados em intervalos de 8s com o aquisitor de
dados (Fluke Hydra, Alemanha, modelo 2625 A) e transferidos para computador

através de porta serial RS 232.

FIGURA-1

Processos térmicos

A verificacdo da eficiéncia do processo térmico desenhado por Nolasco
Junior (2005) foi realizada por inoculagéao direta da suspensao de esporos de G.
stearothermophilus ATCC 1518 preparada a partir da suspensao principal
conforme descrito anteriormente, visando a obter concentracdo inicial de 10°
esporos/mL de mosto, de forma a conseguir verificar o numero de reducdes
causadas mediante recuperacao de esporos no mosto. Previamente a inoculagéo,
o mosto estocado para ser utilizado nos processos térmicos, foi avaliado
microbiologicamente por incubacéo de 3 a 5 amostras por 48 horas a 55°C e 30°C,
seguida de esgotamento, em triplicata, em Agar Padrdao para Contagem (PCA-
Oxoid®) e Triptona Soja Agar (TSA- Oxoid®) por 48h a 55°C e 30°C. Para cada
um dos processos térmicos realizados, foram utilizados aproximadamente 42L de

mosto preparados conforme descrito anteriormente sendo 22L utilizados para
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estabilizacao da unidade nas condi¢cdes de processo definidas para cada condi¢ao
de tratamento térmico e 20L que foram inoculados com a suspensao de esporos.
Definicoes dos processos térmicos utilizados

A zona de processos térmicos Otimos, originalmente desenhada por
Nolasco Junior (2005) teve sua condicdo limite inferior representada pela curva de
tempo e temperatura de destruicdo térmica (TDT) para causar 5 reducdes
logaritmicas no micro-organismo alvo, recalculada para causar 3 reducdes
logaritmicas no micro-organismo alvo, utilizando os parametros cinéticos de
destruicdo térmica, Tabela-1, e as curvas de sobreviventes obtidos para o micro-
organismo, (Eq.1), (Eq.2) e (Eq.3) usadas por Nolasco Junior e De Massaguer
(2007), conforme Pruitt and Kamau (1993) utilizando procedimento de calculo
descrito em Nolasco Junior (2005).

Para T= 98-110°C:

-kt
In (S)=In {L} Eq. 1

1+ e*0-7)

Para T=120-125°C:
In(S)=1In lae_k" +(1- a)e"”t] Eq. 2
Para T=130°C:

In(S) = —kt Eq.3

TABELA.1
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Os limites superiores da zona de processos 6timos estdo representados
pelas curvas TDT para destruicdo maxima de 1.3% ou preservagao de 98.7% da
sacarose e dos ART, foram mantidos como originalmente calculados. Foram
executados oito processos térmicos em diferentes condicoes operacionais,
Tabela-2, seis dos quais com 0 objetivo de se causar no maximo 3 reducdes
logaritmicas na populacéo inicial de esporos inoculada e dois para causar mais do
que 5 reducgdes logaritmicas.

Condicoes de processos térmicos aplicados

Foram realizados quatro (4) processos térmicos em duplicata nas
temperaturas 125°C, 130°C e 135°C, Tabela-2. A avaliacdo dos processos foi feita
com os dados dimensionais da unidade de esterilizacdo continua, especificos para
cada configuracao utilizada, Tabela-3, em conjunto com dados de propriedades de
transporte do mosto, Tabela-4, considerando o regime de escoamento definido
pelo numero de Reynolds, Re, (Eq. 4) para tempo de residéncia minimo (Eq.5) e
velocidade méaxima (Egs. 6a e 6b) ou velocidade média (Eq. 7) e tempo de
residéncia médio (Eq.8). Um volume de 5L de cada um dos mostos submetidos
aos processos térmicos foi coletado em galdes previamente higienizados durante
30 minutos com solucao VORTEX ES® 0,5% (v/v) (Ecolab do Brasil, a base de
acido peracético) e lavados com 15L de &agua esterilizada em autoclave
(121°C/15min) para remog¢ao do produto e mantidos em camara fria a 4°C para
serem usados nos testes de fermentabilidade.

B y*¥vED,
Y7,

Re
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Tresidéncia,,, =—— Eq.5

max

Vi, S€ Re >2100 Eq.6a
Voo, S€ Re < 2100 Eq.6b
_Q_ 4%0
med — A - ]Z'*D? Eq.7
tresidéncia,,,, = Eq.8
méd

TABELA-2.

TABELA-3.

TABELA-4.

Histérico de processo, perfil de temperatura e Iletalidade dos
processos térmicos.

Os valores médios dos registros de vazao de processo e de temperatura no
final de cada uma das sec¢des da unidade (pré-aquecimento, aguecimento final e
produto final estéril) além das temperaturas das utilidades vapor e agua a saida do
pré- aquecedor, coletados a cada 8s com o aquisitor de dados foram utilizados
para calcular o perfil de temperatura dos processos térmicos de acordo com
Deindoerfer e Humphrey (1959) em intervalos de 1/20 do tempo de residéncia
calculado de cada seccao da unidade, (Eq. 9). Cada processo teve o perfil térmico
calculado utilizando o tempo de retencdo minimo e médio, Tabelas 1-16 do

apéndice-A, Figuras 4-7.
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T, =Ty )| 1 +——e Eq. 9

Eq.10
w C t 9

(MJ . [lnabs(T, —TH,C)—lnabs(T0 —Ty ¢ )]
»Co

A partir do perfil térmico estimado para cada processo, foi calculado o
namero de reducgdes logaritmicas de cada seccdo utilizando a temperatura de
processo de ajuste na retencdo como temperatura de referéncia, (Eq.11). O
namero integral de reducdes logaritmicas, (Eq.12), foi calculado como igual a
soma do numero de reducgdes logaritmicas de cada seccao (Mafart et al. 2002) e a
partir deste, foi calculado o valor de esterilizacdo a temperatura de processo Fr
(Eg. 14). O valor de Z foi calculado como inverso negativo da declividade do
grafico do logaritmo decimal dos valores dos parametros de resisténcia térmica
versus temperatura. Para isso, as constantes cinéticas das curvas de
sobreviventes dos esporos, Tabela-1, foram convertidas para parametros de
resisténcia térmica, D*, mediante a Equacdo 15, para curvas de sobreviventes
ajustadas pelo modelo logistico que apresentam tempo de adaptacdo t>0, ou
mediante a Equacdo 16 para curvas de sobreviventes caracteristicas de
populagdo com resisténcia heterogénea que apresentam duas curvas com
velocidades de morte térmicas diferentes e tempo de adaptacdo t=0 (Pruitt e
Kamau 1993). O parametro de resisténcia térmica obtido de cinética nao linear
recebeu o simbolo D* para distingui-lo do convencional parametro de resisténcia

térmica, D de Bigelow, obtido a partir de cinéticas de 12 ordem (Eqg. 17). Nolasco
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Junior (2005) avaliou que em temperaturas a partir 130°C as curvas de
sobreviventes dos esporos de G. stearothermophilus deveriam seguir cinéticas de
12 ordem. O parametro de resisténcia térmica, D, na temperatura de 130°C foi
calculado pela equacédo 17, e pelo fato de ndo ter ensaios na temperatura de
135°C, o parametro de resisténcia térmica, D, nesta temperatura foi calculado por
extrapolacao, (Eq. 18) usando a temperatura 130°C como referéncia e o valor Z

obtido nesta pesquisa.

r,-—TRj

10( :
Ngtcutado = Z

i D, * At Eq.11

Nintegrar = ln pre—aquecimento T Waguecimento ¥ Wretenciao T Mrespriamento J Eq.12

Af = Tresidéncia Eq.13
20

FTznintegral ¥ DT Eq.14
Para t > O:

D s [in(0 +10e7 )|

Eq.15
1
Parat=0:
. In(19)
D = k2 Eq.16
2.303
D= & Eq.17
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130—135)

D35c = D3¢ *10[ ’ Eq. 18

Plano de amostragem e analitico durante o processo térmico

Apébs estabilizacdo dos processos térmicos, foram coletadas 2 (duas)
amostras de 50mL cada uma do mosto na alimentacéo e do produto final apo6s
processo. Em cada uma dessas amostras foi realizada contagem de esporos
sobreviventes por diluicado e plagueamento em duplicata em meio Triptona Soja
Agar (TSA-Oxoid®) com incubagdo por 48-72 h a 55°C. Também foram
determinados a concentracdo dos acucares redutores glicose e frutose e
sacarose, por cromatografia liquida de alta eficiéncia em cromatégrafo ICS 3000
(Dionex) com membrana de filtragdo de amostra de acetato/nitrato de celulose de
0.45ude porosidade, pré-coluna CarboPac MA1 guard (4mm DI x 50mm de
comprimento), coluna CarboPacMA1 (4mm DI x 250mm de comprimento) detector
de amperometria pulsada e solucao de NaOH 480 mM NaOH a 0,4 mL/min como
fase mével, temperatura da coluna de 26°C, tempo de corrida de 60min, volume
de injecao de 25uL, padrdes de glicose (P/N G8270-100G; Sigma), frutose (P/N
F0127-100G; Sigma) e sacarose (S9778-500G; Sigma) e software de aquisicao de
dados Chromeleon. Com os dados da populacao antes e apds o processo térmico
foram calculados o numero de reducbes decimais efetivas, obtido

experimentalmente, denominado nNinegra-biologico (Eq. 19).

n

int egral

—biologico = log(L] Eq. 19

produtofinal
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Processo CIP/SIP aplicado a unidade piloto de esterilizacao térmica

Apoés cada processo térmico, a unidade piloto foi submetida a processo de
limpeza e sanitizacdo, CIP (“clean in place”) e SIP (“sanitization in place”). Antes
do inicio de outro processo a unidade piloto recebia um enxdgue com agua
seguida de esterilizagdo com agua superaquecida a 121°C por 15 minutos até o
ponto frio do sistema. O processo CIP/SIP consistiu das seguintes etapas e
produtos: a) Elsolve® 97 (Ecolab do Brasil, a base de &cido sulfamico) na
concentracdo de 13 g/L (45-60°C) por 15 minutos, b) enxdgue com agua a
temperatura ambiente por 10 minutos, ¢) VORTEX ES® (Ecolab do Brasil, a base
de acido peracético) na concentracao de 0,5% (v/v) por 15 minutos e d) enxagte
com agua a temperatura ambiente por 10 minutos. As vazdes de operacao de
CIP/SIP e enxague, utilizadas ap6s os processos térmicos, foram iguais ao dobro
das respectivas vazdes adotadas em cada processo térmico limitadas a 3 L/min. A
eficiéncia do processo CIP/SIP aplicado foi avaliada através de ensaios de
filtracdo de 5L da agua apéds o ultimo enxague do processo CIP/SIP, seguida de
plagueamento em meio Triptona Soja Agar (TSA-Oxoid®) e incubacao por 48-72h
a 55C.

Resultados e Discussao

Optou-se por usar a mesma suspensao de esporos G. stearothermophilus
utilizada por Nolasco Junior e De Massaguer (2007), em vez de produzir outra
suspensao, para nao introduzir outras variaveis, como por exemplo, suspensao de
esporos com resisténcia térmica diferente da suspensao original (Pflug 1990;

Bender e Marquis 1985; Beaman e Gerhardt 1986). A estocagem da suspensao
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original a 4T resultou em apenas 0.25 redugdes log aritmicas na concentracao da
suspensao original de 1x10' esporos/mL preparada por Nolasco Junior e De
Massaguer (2007). Quando padronizada para os ensaios desta verificacdo, a
suspensao apresentou concentracdo média de duas contagens de esporos de
5.65x10° esporos/mL.

Nos testes para avaliacao da eficiéncia do processo CIP/SIP utilizado nao
houve recuperacao de esporo sobrevivente sendo, portanto, capaz de causar pelo
menos 6 reducgdes logaritmicas nos esporos de G. stearothermophilus, ja& que o
indculo inicial nos processos era ajustado para aproximadamente 106 esporos/mL.

O processo térmico otimizado de Nolasco Junior (2005) foi desenhado a
partir de estudos cinéticos em batelada, utilizando tubos TDT. Processos
continuos sao reconhecidamente mais eficientes que processos em batelada para
promover germinacdo e subseqliente destruicdo dos micro-organismos (Tamega
Junior 2005; Fernandez et al. 2001; Wescott et al. 1995; Davies et al. 1977; Perkin
at al. 1977; Burton et al. 1977). Em vista disso, foi avaliado que existia risco real
de que, quando fossem aplicados processos térmicos, baseados no desenho
original para causar 5 redugdes logaritmicas em mosto inoculado para
aproximadamente 1x10° esporos/mL, ndo se obtivessem sobreviventes contaveis
com confiabilidade estatistica e portanto com chances de se obter resultados
imprecisos na regiao “quantal” como descrito em Pflug (1990). Dai a decisao de
recalcular a linha TDT original, limite inferior da zona de processos 6timos, para

causar 3 reducoes logaritmicas nos esporos de G. stearothermophilus, Figura-2.

FIGURA -2
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Os mostos a entrada e saida dos processos térmicos, Tabela-2, foram
caracterizados em termos de concentracdo inicial de esporos e dos agucares
sacarose, glicose, frutose e ART, Tabelas-5 e 6. Os tratamentos aplicados foram
identificados pela sua temperatura de ajuste seguido de letra referente a repeticao.
Em todos os processos a retencdo de sacarose e de ART foi superior a 99%,
acima do valor minimo especificado de 98.7% utilizado no desenho do processo
6timo por Nolasco Junior (2005). Essa caracteristica € extremamente desejavel
para evitar as perdas de acucar por degradacado térmica e favorecer o alto
rendimento de &lcool na fermentacdo do mosto. E, portanto, possivel viabilizar
processos térmicos para mosto com elevado nivel de retencdo de acucares. Em
alguns casos os valores de glicose e frutose, no produto processado, foram
superiores ao do mosto antes do processo. Isso pode ser devido a uma leve
hidrolise da sacarose, menor que 0.78%, favorecido pelo pH préximo de 6.0 em
solucdes com alta atividade de agua (Nolasco Junior and De Massaguer 2006;
Kelly e Brown 1978).

TABELA-5.
TABELA-6.

As constantes cinéticas, k, de velocidade de inativacao térmica dos esporos
de G. stearothermophilus, Tabela-1, foram convertidas para indice de reducao
decimal, D*, para cada temperatura com a finalidade de obter o valor do
coeficiente térmico, Z, Figura-3. Apesar da cinética de destruicao térmica de G.
stearothermophilus ATCC 1518 no mosto ser ndo linear para temperaturas abaixo
de 130°C (Nolasco Junior e De Massaguer 2007), os parametros de resisténcia

térmica, D* ou D, apresentaram relacédo linear com a temperatura. Resultados
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similares foram encontrados por Marfart (2002) para B. cereus e B. pumilus
aquecidos em agua. O valor Z obtido nesta pesquisa, usado na avaliacao dos
processos térmicos, foi 9.4°C, 2.2% maior que o valor reportado por Nolasco
Junior e De Massaguer (2007). Essa diferenca é explicada pelo fato de que
Nolasco Junior e De Massaguer (2007), em seus trabalhos, calcularam os
parametros de resisténcia térmica nas temperaturas em que foram obtidas curvas
de sobreviventes tipicas de populacdo com resisténcia heterogénea (120°C a
125°C), considerando apenas a fracdo mais resistente e utilizando a Equacéao 17,
diferente do procedimento adotado nesta pesquisa que utilizou a Equacao 16 para
curvas de sobreviventes nao lineares ajustadas por modelo logistico com atraso, 1,
igual a zero. Pflug (1990) listou valores de D e Z para esporos de G.
stearothermophilus. Em agua para injecao, USP, valor de Z igual 7.8°C, em agua
contendo dextrose (5%), valor de Z igual a 10.3°C. Pflug (1990) ressaltou que os
valores Z listados foram produzidos por diferentes pesquisadores e ndo podiam
ser diretamente comparados pois refletiam muitas diferencas, entre as quais, no
método de producdo dos esporos, nos meios e sistemas de aquecimento, e no
meios de recuperacdo. Davis et al. (1977) reportaram valores de Z para esporos
de G. stearothermophilus iguais a 7.3°C e 11.8°C em agua e leite,
respectivamente. O valor de Z obtido nesta pesquisa esta de dentro da faixa de
valores reportada por outros autores para esse micro-organismo (Pflug 1990;
Davies et al.1977).

FIGURA-3.
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Os dados de médias de temperatura das utilidades e do produto a saida de
cada seccao da unidade Microthermics® UHT/HTST bem como os dados
operacionais de vazao de processo e tempos de residéncia médio e minimo em
cada secg¢ao da unidade estdo nas tabelas 1-16 do apéndice A. Esses dados
foram usados para calcular os perfis térmicos para cada processo, de acordo com
Deindoerfer e Humphrey (1959), Figuras-4-7.

FIGURA-4
FIGURA-5
FIGURA-6
FIGURA -7

Os processos térmicos desta pesquisa foram avaliados considerando o
tempo de residéncia minimo e o tempo de residéncia médio comparando, para
cada caso, o0 numero integral de redugdes logaritmicas calculado,
Nintegra-Calculado, com o numero integral de redugbes logaritmicas bioldgico,
Nintegrai-DiOlOgico, Tabela-7. Pode-se observar que nos dois casos os valores
obtidos de ninegrai-calculado foram menores que o os valores de Ninegra-bioldgico, e
que utilizando o tempo de residéncia médio, as diferencas entre esses valores
diminuem apresentando um erro relativo de 7.17% contra 22.65% quando o tempo
de residéncia minimo foi usado, Tabela-7. O esforco de calcular processos
utilizando o tempo minimo é valido para micro-organismos patogénicos por
motivos de seguranca, o que ndo é o caso quando se trata de micro-organismos
deteriorantes em que o tempo de residéncia médio fornece melhores estimativas
do nintegra-biologico. Por outro lado os processos continuos tém sido reportados

como mais eficientes por algumas razdes ja discutidas quer seja a questdo do
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aquecimento nao isotérmico germinando esporos e liberando células vegetativas
de menor resisténcia térmica abordada por Fernandez et al.(2001), quer seja a
questao da resisténcia heterogénea detectada na suspensao de esporos utilizada
nesta pesquisa por Nolasco Junior e De Massaguer (2007) e mesmo a questao da
estimativa do perfil térmico segundo Deindoerfer e Humphrey (1959), Figuras 4 a
7, que pressupOe fontes de aquecimento isotérmicas em seu modelo exponencial
de perfil térmico. Pacheco-Sanchez (2005) trabalhando com esporos de B. cereus
em leite e Tamega Junior (2005), trabalhando com A. acidoterrestris em suco de
laranja, constataram que os processos continuos foram mais letais do que
indicavam os parametros cinéticos obtidos em batelada para os mesmos micro-
organismos.

Nos processos 130/C e 130/D nao houve sobreviventes contaveis no
produto final, sendo que esses processos tiveram concentracdes iniciais de
inoculo de 7.40x10° esporos/mL e 3.03x10” esporos/mL; respectivamente, Tabelas
5 e 6. Por esse motivo, os valores reportados de nNinegra-biolégico foram, para o
processo 130/C, maior que 5.87 reducdes logaritmicas e para o processo 130/D,
maior que 7.47 reducgdes logaritmicas, Tabela-7. Utilizando o tempo de residéncia
médio, o valor obtido de ninegra-calculado para o processo 130/C, 10.82 redugdes
logaritmicas, foi muito diferente do obtido para o processo 130/D, 7.55 reducdes
logaritmicas, Tabela-7. Os tempos de tratamento nos dois processos foram
essencialmente iguais e, portanto, ndo podem explicar as diferencas encontradas,
entretanto pequenas diferencas observadas nos dois processos nos parametros,
temperaturas dos meios de aquecimento, temperaturas de saida do pré-

aquecedor, aquecedor e tubo de retencdo, Tabelas 9 e 11, resultaram em valores
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J, e consequentemente em perfis térmicos diferentes, Figura-6, nas seccoes de
aquecimento e retencdo, que juntas, sdo responsaveis pela quase totalidade do
efeito letal do processo. As diferencas apontadas durante os processos podem
explicar porque os calculos indicaram que o primeiro processo da repeticao,
130/C, teria sido mais rigoroso que o segundo processo da repeticdo. Esta
situacao € possivel acontecer na unidade piloto utilizada ja4 que o controle das
valvulas de entrada de vapor no aquecedor € manual e possivel de erro.

O calculo do processo 130/D, considerando o tempo de residéncia minimo,
resultou em ninegra-calculado igual a 6.30 redugbes logaritmicas, Tabela-7, que
pelo inéculo inicial de 3.03x10” esporos/mL, Tabela-5, deveria resultar em produto
final com sobreviventes contaveis na ordem de 10' esporos/mL, o que nao
ocorreu, Tabela-6. Por outro lado, quando se utilizou o tempo de residéncia médio
para calcular o mesmo processo, o resultado obtido, 7.55 reducdes logaritmicas,
foi coerente com o resultado experimental obtido de nao recuperagdo de
sobreviventes no produto, Tabela-7.

Os processos 130/C e 130/D, apesar de representarem condi¢cdes mais
rigorosas de tratamento térmico, quando comparados com o0s demais processos,
resultaram em retencdes minimas de sacarose e de ART de 99.45% e 99.99%;
respectivamente, Tabela-6. Os valores de retencao de sacarose foram um pouco
menores que os valores observados nos processos 130/A e 130/B, cujos tempos
de tratamento foram aproximadamente um terco dos tempos de tratamento dos
processos 130/C e 130/D, Tabela-6, Tabelas 5 a 12 do anexo A, mas pode-se
afirmar, pelo nivel de retencao de ART, que ndo houve degradacao de acucares

durante o processo térmico.
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O limite superior da zona de processos térmicos otimizada, Figura-2, nao
foi ultrapassado, mesmo nas condicoes mais drasticas dos processos 130/C e
130/D que causaram mais que 7.42 reducbes logaritmicas nos esporos de G.
stearothermophilus, ao contrario, condicdes mais drasticas poderiam ser admitidas
ainda dentro da zona otimizada, como pode ser visto na Figura-2, onde foram

plotados os pontos relativos aos processos experimentais executados.

TABELA-7.

Industrialmente, o processo térmico foi definido para ser implantado apés o
decantador, onde foram quantificados grandes grupos microbianos durante
amostragem realizada em usinas com diferentes localizagdes geogréficas, clima e
caracteristica de capacidade retencao de agua no solo (NOLASCO JUNIOR
2005). A concentragdo maxima de esporos termofilicos foi de 9x10' esporos/ml de
mosto em usina localizada em regidao quente e Umida e solo com alta capacidade
de retencdo de agua a qual pode requerer um processo térmico mais rigoroso,
enquanto um valor de 4 esporos/ml de mosto foi encontrado em usina localizada
em regidao de clima seco e com predominancia de solo com baixa capacidade de
retencdo de agua, a qual pode requerer um processo térmico mais brando. Pode
ser visto na Figura-2, que a implantacdo desse processo causaria, teoricamente,
10® redugdes logaritmicas nos Lactobacillus sp. Esse elevado valor de
NintegraldiOlOgico em importante grupo de contaminantes de fermentagdes alcoodlicas
(Gallo e Canhos 1991), foi estimado utilizando os parametros cinéticos de

destruicao térmica de L. fermentum reportados por Franchi et al. (2003).
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Conclusao

Todos os processos foram adequados no que diz respeito a preservacao de
agucares do mosto e considerando necessidade de ter nNiyegra-biologico > 5,
quando o nivel de contaminacdo do mosto com esporos termofilicos for elevado,
os processos 130/C e 130/D serdo os mais adequados. Esta pesquisa mostrou
que foi possivel otimizar a retencdo de agUcares durante a esterilizacdo de
mostos.

Este fato tem grande impacto na cadeia tecnoldgica de producdo de
bioetanol porque fornece as bases para o desenvolvimento de um processo livre
de antibioticos.
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Nomenclatura

(1-o0) Fragao 2 de sobreviventes, termo-resistente

A Area de seccdo transversal (m?)

ART Acucares redutores totais

Co calor especifico do produto (kcal/kg/C)

D indice de reducao decimal (minutos)

D* indice de reducdo decimal a partir de cinéticas nao lineares
(minutos)

95



D1soc
D13ssec
D

D+
Fr

HTST

k1 ekz

No
Naquecimento
nintegral
Npreaquecimento
Nresfriamento

Nretencao

°Be

indice de reducao decimal a 130°C (minutos)

indice de reducao decimal a 135°C (minutos)

didmetro interno (m)

indice de reducao decimal a temperatura T, (minutos)

valor de esterilizacdo a temperatura T (minutos a T)

alta temperatura baixo tempo (do ingles: high temperature short
time)

Adimensional que engloba propriedades de transporte e fisicas,
calculado pela (Eqg. 10)

Constantes de destruicao térmica das fracdes 1 e 2 da populagao
de esporos, respectivamente (min™)

constante de destruicdo térmica (min’")

comprimento (m)

esporos/mL no tempo =t

esporos/mL no tempo inicial = to

namero de redugdes decimais no aquecedor

Numero de reducodes logaritmicas total do processo

namero de redugdes decimais no preaquecedro

namero de redugdes decimais no resfriador final

namero de redugdes decimais na retencao

densidade especifica de solugdes. Na industria sucroalcooleira é
usada para expressar concentracao de solugdes de leite de Cao (29

de substancia seca/100 ml de solugao)
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2Brix

DT

T

Vmed

At

Medido com refratbmetro, expressa a relacdo entre indices de
refracdo a 20°C e a concentragao de sélidos sollveis totais (Y%om/m)
de solucdo aquosa pura de sacarose. Como o agulcar é o principal
componente de mostos, xaropes, caldos e méis, a concentragéo de
sélidos soluveis totais € uma boa aproximagao da concentracédo de
sacarose, sendo amplamente usada na industria sucroalcooleira
vazdo (m%/s)

Fracao de esporos sobrevivente no tempo t

tempo (s)

temperatura do produto a entrada ( C)

temperatura do meio (C)

Tempo de Morte (destruicao) Térmica

Temperatura no incremento de tempo At ( C)

temperatura em funcao do tempo (C )

coeficiente global de transferéncia de calor (kcal/s/m?/C)

ultra alta temperatura (do inglés: ultra high temperature).

velocidade média de escoamento (m/s)

velocidade maxima (m/s)

velocidade média (m/s)

fluxo massico de produto que flui pelo trocador de calor (Kg/s)
coeficiente térmico para reduzir o valor D a 10% do seu valor inicial
(°C)

Incremento de intervalo de tempo (s)
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o fracdo 1 de sobreviventes, mais termo-sensivel

Y massa especifica (Kg/m®)
u viscosidade (Pa.s)
T medida do atraso letal (min)
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Tabela-1. PARAMETROS CINETICOS DE INATIVACAO TERMICA DE G.

stearothermophilus ATCC1518 EM MOSTO (pH= 6.14, 21.52BRIX).

K4 ko o
T (°C) Modelo cinético T (min)  (min") . Fracao
(min) termo-
sensivel)
98 Logistico 295.39 0.0194 - e
110 Logistico 45.82 0.1114 - e
120 hReS'Stef‘C'a -------- 171 051 0.996
eterogénea
122,5 hReS'Stef‘C'a -------- 550° 151 0.965
eterogénea
125 hReS'Stef‘C'a -------- 16.25%  4.29°  0.9992
eterogénea
130 Linear - 13.63 - e

FONTE: (Nolasco Junior e De Massaguer 2007).
“relativo a fra¢do termo-sensivel.

®relativo & fracdo termo-resistente.
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746

747

748

749

750

751
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753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771

TABELA-2. CONDIGOES OPERACIONAIS DOS PROCESSOS TERMICOS

REALIZADOS NOS MOSTOS (21.5BRIX, pH=6.4) E CONFIGURAGAO

UTILIZADA DA UNIDADE MICROTHERMICS® UHT/HTST LAB25DH.

Processo #°

T (*C} no tubo de retencdo

WVazdo (L/min)

Configuracdo utilizada na unidade UHT/HTST LAB 25DH

125/A

125

1.08

Pré aquecedor

Aguecedor final

Retencdo EH2

Resfriador final

125/8

125

1.09

Pré aquecedor

Aguecedor final

Retencdo EH2

Resfriador final

130/A

130

3.02

Pré aguecedor

Aguecedor final

Retencdo EH2

Resfriador final

130/8

130

3.03

Pré aguecedor

Aguecedor final

Retencdo EH2

Resfriador final

130/C

130

0.89

Pré agquecedor

Aguecedor final

Retencio EH2

Resfriador final

130/D

130

0.89

Pré aguecedor

Aguecedor final

Retencdo EH2

Resfriador final

135/A

135

3.03

Pré aguecedor

Aguecedor final

Retencdo Bebidas

Resfriador final

135/B

135

3.02

Pré aguecedor

Aguecedor final

Retencdo Bebidas

Resfriador final

*Os tratamentos aplicados foram identificados pela sua temperatura de ajuste

seguido de letra referente a repetigéo.

105



772
773
774
775

776

777

778

779

780

781

782

783

784

785
786
787
788
789

790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810

TABELA-3. DADOS DIMENSIONAIS DA UNIDADE MICROTHERMICS®

UHT/HTST LAB25DH.
seccdes da unidade L(m) Di(m) A(m?)
Pré aquecedor 11.58 0.0070 | 3.89E-05
Pré aquecedor
conexoes 1.94 0.0072 | 4.12E-05
Aquecedor final 11.58 0.0070 | 3.89E-05
Aquecedor final
conexoes 2.88 0.0072 | 4.12E-05
Tubo de Retencao EH2 5.05 0.010 | 8.52E-05
Tubo de Retencdo EH2
conexoes 2.93 0.0072 | 4.12E-05
Tubo de retencao Bebidas 1.39 0.010 | 8.52E-05
Tubo de retencédo Bebidas
conexoes 2.92 0.0072 | 4,12E-05
Resfriador final 11.58 0.0070 | 3.89E-05
Resfriador final
conexoes 2.19 0.0072 | 4.12E-05
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811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828

829

830

831

832
833
834
835
836
837
838
839
840
841
842
843
844
845
846
847
848
849
850
851
852
853

TABELA-4. PROPRIEDADES FiSICAS DE TRANSPORTE DO MOSTO A

21,5°BRIX, NAS TEMPERATURAS DE PROCESSO.

T(°C) Densidade (kg/m®)  Viscosidade (cp) = Capacidade
mPas calorifica (kj/kgk)

125 1025.1 0.419 3.85

130 1021.1 0.409 3.86

135 1016.9 0.394 3.86

FONTE: htip:/sugartech.co.za/engrdata/index.php
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865
866
867
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870
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876

877
878
879
880
881
882
883
884
885
886
887
888
889
890
891
892
893
894
895
896
897
898
899
900
901

902

Tabela- 5. CONCENTRAGAO DE ESPOROS, SACAROSE, GLICOSE,

FRUTOSE E ART NOS MOSTOS A ENTRADA DOS PROCESSOS DE

TRATAMENTOS TERMICOS PROGRAMADOS.*

Alimentacdo da unidade- produto inicial

Processos esporos/mL | Sacarose (g/L) glicose (g/L) frutose (g/L)| ART (g/L)
125/A 1.50E05 191.49 12.41 12.50 226.48
125/B 7.50E05 188.50 12.50 12.70 223.62
130/A 1.21E06 171.00 7.00 6.80 193.80
130/B 1.17E06 169.01 6.50 6.70 191.11
130/C 7.40E05 183.00 6.80 6.80 206.23
130/D 3.03E07 179.00 6.70 6,80 201.92
135/A 1.56E06 192.00 13.50 13.00 228.61
135/B 1.27E06 191.00 13.00 13.00 227.05

*Desvio padrao das anélises de sacarose, glicose e frutose de 0.77, 0.33 e 0.35

g/l, respectivamente ( triplicata).
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905
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913
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915
916
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918

919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930

931
932
933
934
935
936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949

TABELA-6. Concentracao de esporos, sacarose, glicose, frutose e ART nos

mostos a saida dos processos de tratamentos térmicos programados™.

Produto final resfriado

Processos esporos/mL | Sacarose (g/L)|% ret. de sacarose | glicose (g/L) | frutose (g/L) | ART (g/L) % ret. ART
125/A 6.00E02 190.00 99.22 13.10 13.20 226.30 99.92
125/A 1.50E03 187.00 99.20 12.90 12.80 222.54 99.52
130/A 7.00E03 171,00 100.00 6.90 7.00 193.90 100.05
130/B 1.20E04 169.00 99.99 6.50 6.70 191.09 99.99
130/C <1 182.00 99.45 7.50 7.30 206.38 100.07
130/D <1 178.50 99.72 7.00 7.00 201.89 99.99
135/A 1.20E03 192.00 100.00 13.00 13.10 228.21 99.83
135/B 1.35E03 190.50 99.74 12.80 12.90 226.23 99.64

*Desvio padrao das anélises de sacarose, glicose e frutose de 0.77, 0.33 e 0.35
g/l, respectivamente ( triplicata).
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973

974
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981
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985

986

TABELA-7. RESULTADOS DA AVALIAGAO DOS PROCESSOS TERMICOS

UTILIZANDO O TEMPO DE RESIDENCIA MEDIO E MIiNIMO.

Tempo de residénci_a médio

Tempo de residéncia minimo
—

Processos D*T (min) nintegral'biolc’)gico nintegral'calcuIado FT(min aT) nintegral'calcuIado FT (min.aT)
125/A 0.69 2.40 1.85 1.27 1.54 1.06
125/B 0.69 2.70 2.21 1.52 1.84 1.27
130/A 0.17 2.24 2.28 0.38 1.90 0.32
130/B 0.17 1.99 1.91 0.32 1.59 0.27
135/A 0.05 3.1 3.20 0.16 2.66 0.13
135/B 0.05 3.05 2.98 0.15 2.49 0.12
130/C 0.17 > 5,87 10.82 1.83 9.02 1.52
130/D 0.17 > 7,47 7.55 1.28 6.30 1.06
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ATCC 1518 EM MOSTO (pH=6.14, 21.5BRIX) (R*=0.9685, F=85.42,

P=0.000155).

116



1170
1171
1172
1173
1174
1175
1176
1177
1178
1179
1180
1181
1182
1183
1184
1185
1186
1187
1188
1189
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196
1197
1198
1199
1200
1201
1202
1203
1204
1205
1206
1207
1208
1209
1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221
1222
1223
1224
1225

T(C)

140

120

100

80 T

60

40

20

Retencao
Aquecimento final WM
A0V ot
R “‘ '.‘I
47 of
4" o8 »
N |
AL
a® of » «
¢ _m
I M » a
| Pre- ardy o0
aquecimento A‘AA.‘IQ--. . “ Resfriamento
i A‘o’:'-
g .
:O-I. [
A:. L
K
°n
I a
| a < Perfil térmico125/A-Tempo de retengdo minimo . "
] ® Perfil térmico 125/A-Tempo de retengdo médio ‘: o ‘J‘
4 A Perfil térmico 125/B- Tempo de retengao minimo 'l’ ‘l‘
| @ Perfil térmico 125/B- Tempo de retengdo médio
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (s)

140

117



1226
1227
1228
1229
1230
1231
1232
1233
1234
1235
1236
1237
1238
1239

1240

1241

1242

1243

1244

1245

1246

1247
1248
1249

1250

1251

1252

1253

1254

1255

1256

1257
1258
1259
1260
1261
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FIGURA-6. PERFIS TERMICOS CALCULADOS DE ACORDO COM

DEINDOERFER E HUMPHREY (1959) UTILIZANDO O TEMPO DE RETENGAO

MINIMO E MEDIO PARA OS PROCESSOS 130/C 130/D.
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FIGURA-7. PERFIS TERMICOS CALCULADOS DE ACORDO COM

DEINDOERFER E HUMPHREY (1959) UTILIZANDO O TEMPO DE RETENCAO

MiNIMO E MEDIO PARA OS PROCESSOS 135/A E 135/B.
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TABELA-1. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 125/A COM TEMPO DE RETENGCAO MEDIO DE 30s.

[Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) valor J
|Pré-aquecedor 26,30] 89,72 -0,096261
aquecedor 89,72 128,74 -0,103110
Tubo de retencdo 128,74 125,44 -0,032005]
resfriador 125,44 27,66 -0,062770
IMeio Temperatura (°C)
[Meio de pré aquecimento 93,72
[Meio de aquecimento 130,32
[Meio ao redor do tubo de retencio* 123,44
[Meio de resfriamento 10,00]
|
vazéo (I/min) 1,08]
densidade (kg/m3) 1025,14]
viscosidade (Pa.s) 0,000419]
Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)
|Pré-aquecedor 29,34 29,34
aguecedor 31,50] 60,84
Tubo de retencio 30,49 91,33
resfriador 29,91) 121,24
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TABELA-2. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 125/A COM TEMPO DE RETENCAO MINIMO DE 25s.

[Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) valor J
|Pré-aquecedor 26,30] 89,72 -0,115513
aguecedor 89,72 128,74 -0,123732]
Tubo de retencao 128,74 125,44 -0,038406
resfriador 125,44 27,66 -0,075324
IMeio Temperatura (°C)
[Meio de pré aquecimento 93,72
[Meio de aquecimento 130,32
[Meio ao redor do tubo de retencio* 123,44
[Meio de resfriamento 10,00]
|
vazdo (I/min) 1,08]
densidade (kg/m3) 1025,14]
viscosidade (Pa.s) 0,000419]
[Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)
|Pré-aquecedor 24 45 24,45
laquecedor 26,25 50,70
Tubo de retencao 25,41 76,11
resfriador 24,93] 101,04
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TABELA-3. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 125/B COM TEMPO DE RETENCAO MEDIO DE 30s.

Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) valor J
Pré-aquecedor 26,30 93,54 -0,098561
aquecedor 93,54 129,41 -0,102807
Tubo de retencéo 129,41 126,07 -0,024272)
resfriador 126,07 27,02 -0,064464
[Meio Temperatura (°C)

[Meio de pré aquecimento 97,54

|Meio de aquecimento 130,90

|Meio ao redor do tubo de retencao* 123,00

|[Meio de resfriamento 10,00

vazéo (I/min) 1,09]

densidade (kg/m3) 1025,14)

viscosidade (Pa.s) 0,000419]

Setor "-I'empo na etapa (s) '-Tempo acumulado (s)

Pré-aquecedor 29,22 29,22

aguecedor 31,36 60,58]

Tubo de retencio 30,36 90,94]

resfriador 29,79 120,73]
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TABELA-4. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 125/B COM TEMPO DE RETENCAO MINIMO DE 25s.

Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) valor J

Pré-aquecedor 26,301 93,54 -0,118273
laguecedor 93,54 129,41 -0,123369
Tubo de retencédo 129,41 126,07 -0,029126
resfriador 126,07 27,02 -0,077357
Meio Temperatura (°C)

Meio de pré aquecimento 97,54

[Meio de aquecimento 130,90}

[Meio ao redor do tubo de retencédo* 123,00]

[Meio de resfriamento 10,00=

vaz&o (I/min) 1,09]

densidade (kg/m3) 1025,14]

viscosidade (Pa.s) 0,000419]

Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)
Pré-aquecedor 24,35 24,35
Jaquecedor 26,14 50,48]
Tubo de retencédo 25,30 75,78)
resfriador 24,82] 100,60]
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TABELA-5. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 130/A COM TEMPO DE RETENCAO MEDIO DE 11s.

[Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) valor J
|Pré-aquecedor 26,30] 90,04 -0,269143
aguecedor 90,04 132,12 -0,348628|
Tubo de retencao 132,12 130,79] -0,046931
resfriador 130,79} 47,96] -0,108021
Meio Temperatura (°C)

Meio de pré aquecimento 94,04

Meio de aguecimento 132,96

Meio ao redor do tubo de retencéo* 128,79]

Meio de resfriamento 10,00]

vazao (I/min) 3,0247

densidade (kg/m3) 1021,10}

viscosidade (Pa.s) 0,000409]

Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)

Pré-aquecedor 10,51 10,51

aguecedor 11,28] 21,80

Tubo de retencao 10,92 32,72

resfriador 10,72 43,44
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TABELA-6. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 130/A COM TEMPO DE RETENCAO MINIMO DE 9s.

Setor Temperatura de entrada (°C) [Temperatura de Saida (°C) valor J
Pré-aquecedor 26,30] 90,04 -0,322972
aquecedor 90,04 132,12 -0,418354
Tubo de retencéo 132,12 130,79} -0,056317|
resfriador 130,79 47,96 -0,129625
Meio Temperatura (°C)

Meio de pré aquecimento 94,04

[Meio de aquecimento 132,96

[Meio ao redor do tubo de retencio* 128,79]

[Meio de resfriamento 10,00}

vazao (I/min) 3,0247

densidade (kg/m3) 1021,10}

viscosidade (Pa.s) 0,000409]

Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s) |
Pré-aquecedor 8,76 8,76]

aguecedor 9,40) 18,16

Tubo de retencéo 9,10§ 27,27

resfriador 8,93] 36,20}
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TABELA-7. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 130/B COM TEMPO DE RETENCAO MEDIO DE 11s.

[Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) valor J
|Pré-aquecedor 26,30] 90,08 -0,269286
aquecedor 90,08) 131,12 -0,264581
Tubo de retencdo 131,12 131,14 0,001114
resfriador 131,14 44,74 -0,116576
IMeio Temperatura (°C)

[Meio de pré aquecimento 94,08]

[Meio de aquecimento 133,30]

[Meio ao redor do tubo de retencio* 129,14}

[Meio de resfriamento 10,00]

vazao (I/min) 3,02559])

densidade (kg/m3) 1021,10]

viscosidade (Pa.s) 0,000409]

Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)

|Pré-aquecedor 10,51 10,51

aguecedor 11,28] 21,79

Tubo de retencao 10,92 32,71

resfriador 10,71 43,42
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TABELA-8. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 130/B COM TEMPO DE RETENCAO MINIMO DE 9s.

|Setor Temperatura de entrada (°C) [Temperatura de Saida (°C) valor J
|Pré-aquecedor 26,30] 90,08 -0,323143
aguecedor 90,08] 131,12 -0,317498
Tubo de retencdo 131,12 131,14 0,001337
resfriador 131,14 44,74 -0,139892
Meio Temperatura (°C)

Meio de pré aguecimento 94,08]

Meio de aquecimento 133,30]

Meio ao redor do tubo de retencéao* 129,14}

Meio de resfriamento 10,00}

vazo (I/min) 3,02559]

densidade (kg/m3) 1021,10]

viscosidade (Pa.s) 0,000409]

|Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)

|Pré-aquecedor 8,76 8,76

aguecedor 9,40] 18,16,

Tubo de retencao 9,10] 27,26

resfriador 8,93] 36,19
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TABELA-9. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 130/C COM TEMPO DE RETENCAO MEDIO DE 37s.

Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) valor J
Pré-aquecedor 26,301 91,14 -0,079619
laguecedor 91,14 134,85 -0,083563
Tubo de retencédo 134,85 130,70} -0,030273
resfriador 130,70} 25,87] -0,055682
IMeio Temperatura (°C)

[Meio de pré aguecimento 95,14

[Meio de aquecimento 136,70}

[Meio ao redor do tubo de retencio* 128,704

[Meio de resfriamento 10,00=

vaz&o (I/min) 0,88969]

densidade (kg/m3) 1021,10]

viscosidade (Pa.s) 0,000409]

Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)
Pré-aquecedor 35,74 35,74
Jaquecedor 38,36 74,108
Tubo de reten¢éo 37,14 111,24
resfriador 36,43} 147,67
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TABELA-10. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 130/C COM TEMPO DE RETENCAO MINIMO DE 31s.

[Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) valor J
|Pré-aquecedor 26,30] 91,14 -0,095543
aguecedor 91,14 134,85 -0,100275]
Tubo de retencao 134,85 130,70} -0,036328
resfriador 130,70} 25,87) -0,066818
rMeio '-Temperatura (°C)
[Meio de pré agquecimento 95,14
[Meio de aquecimento 136,70]
[Meio ao redor do tubo de retencéo* 128,70}
[Meio de resfriamento 10,00}
|
vazdo (I/min) 0,88969]
densidade (kg/m3) 1021,10]
viscosidade (Pa.s) 0,000409]
Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)
|Pré-aquecedor 29,78] 29,78
aguecedor 31,97 61,75
Tubo de retencao 30,95 92,70
resfriador 30,36 123,06
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TABELA-11. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 130/D COM TEMPO DE RETENCAO MEDIO DE 37s.

Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) | valor J
Pré-aquecedor 26,30 91,03] -0,079651
aquecedor 91,03] 132,55 -0,069379
Tubo de retencéao 132,55 130,94 -0,015946
resfriador 130,94 16,26 -0,081341
IMeio Temperatura (°C)
[Meio de pré aquecimento 95,03]
[Meio de aquecimento 135,68]
[Meio ao redor do tubo de retencéo* 128,94]
[Meio de resfriamento 10,000
|
vazdo (I/min) 0,89058]
densidade (kg/m3) 1021,10]
viscosidade (Pa.s) 0,000409]
Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s) |
Pré-aquecedor 35,70] 35,70]
aquecedor 38,32 74,03}
Tubo de retencéo 37,10 111,13]
resfriador 36,40] 147,53
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TABELA-12. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 130/D COM TEMPO DE RETENCAO MINIMO DE 31s.

Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) | valor J
Pré-aquecedor 26,30 91,03] -0,095581
laguecedor 91,03] 132,55 -0,083254
Tubo de retencé@o 132,55 130,94 -0,019136
resfriador 130,94 16,26 -0,097609
IMeio Temperatura (°C)
[Meio de pré aquecimento 95,03]
[Meio de aquecimento 135,68]
[Meio ao redor do tubo de retencéo* 128,94]
[Meio de resfriamento 10,000

|
vaz&o (I/min) 0,89058]
densidade (kg/m3) 1021,10]
viscosidade (Pa.s) 0,000409]

Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)
Pré-aguecedor 29,75 29,75
laguecedor 31,94 61,69]
Tubo de retencédo 30,92 92,61
resfriador 30,33} 122,94
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TABELA-13. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 135/A COM TEMPO DE RETENCAO MEDIO DE 5s.

|Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) valor J
|Pré-aquecedor 26,30 89,86 -0,269499
aguecedor 89,86] 135,63 -0,274211
Tubo de retencéo 135,63] 135,35 -0,027703
resfriador 135,35 43,56 -0,123250
rMeio '-Temperatura (°C)

[Meio de pré agquecimento 93,86

[Meio de aquecimento 137,82

[Meio ao redor do tubo de retencdo* 133,35

[Meio de resfriamento 10,00}

vazdo (I/min) 3,03153]

densidade (kg/m3) 1016,90]

viscosidade (Pa.s) 0,000394

Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s) |

|Pré-aquecedor 10,49] 10,49]

aquecedor 11,26 21,75

Tubo de retencdo 4,72 26,47

resfriador 10,69 37,16
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TABELA -14. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 135/A COM TEMPO DE RETENCAO MINIMO DE 4s.

Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) valor J
Pré-aguecedor 26,30 89,86 -0,323399
laguecedor 89,86] 135,63 -0,329053
Tubo de retencéo 135,63 135,35 -0,033244
resfriador 135,35 43,56 -0,147900
IMeio Temperatura (°C)

[Meio de pré aquecimento 93,86

[Meio de aquecimento 137,82

[Meio ao redor do tubo de retencio* 133,35

[Meio de resfriamento 10,00I

vazao (I/min) 3,03153]

densidade (kg/m3) 1016,90]

viscosidade (Pa.s) 0,000394

Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)

Pré-aguecedor 8,74 8,74
laguecedor 9,38] 18,12

Tubo de retencédo 3,93] 22,06

resfriador 8,91] 30,97
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TABELA-15. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 135/B COM TEMPO DE RETENCAO MEDIO DE 5s.

Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) | valor J
Pré-aquecedor 26,301 90,63 -0,269930
laquecedor 90,63] 135,34 -0,261726
Tubo de retencédo 135,34 135,17 -0,005655
resfriador 135,17 45,391 -0,117868
Meio Temperatura (°C)

Meio de pré aguecimento 94,63]

[Meio de aquecimento 137,80}

[Meio ao redor do tubo de retencéo* 129,00Q

[Meio de resfriamento 10,00]

vazao (I/min) 3,02431

densidade (kg/m3) 1016,90)

viscosidade (Pa.s) 0,000394

Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)

Pré-aquecedor 10,51 10,51

aquecedor 11,29] 21,804

Tubo de retencédo 4,73] 26,53]

resfriador 10,724 37,25}
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TABELA-16. DADOS OPERACIONAIS PARA CALCULO DE PERFIL TERMICO

DO PROCESSO 135/C COM TEMPO DE RETENCAO MINIMO DE 4s.

[Setor Temperatura de entrada (°C) JTemperatura de Saida (°C) valor J
|Pré-aquecedor 26,30] 90,63 -0,323916
aguecedor 90,63) 135,34 -0,314072
Tubo de retencao 135,34 135,17 -0,006786
resfriador 135,17 45,39 -0,141441
IMeio Temperatura (°C)

[Meio de pré aquecimento 94,63]

[Meio de aquecimento 137,80]

[Meio ao redor do tubo de retencéo* 129,00}

|Meio de resfriamento 10,00}

vazao (I/min) 3,02431

densidade (kg/m3) 1016,90]

viscosidade (Pa.s) 0,000394

Setor Tempo na etapa (s) Tempo acumulado (s)

|Pré-aquecedor 8,76 8,76

aquecedor 9,408 18,17

Tubo de retencéo 3,94] 22,11

resfriador 8,93] 31,04
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Capitulo 4

Fermentabilidade de mostos tratados termicamente para producao de

bioetanol.

Artigo que sera submetido a revista Journal of Food Process Engineering,

segundo normas de submissao da revista.
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Fermentabilidade de mostos tratados termicamente para

producao de bioetanol
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Resumo

Caracteristicas fermentativas de mostos tratados termicamente segundo os
binbmios 125°C/30s, 130°C/11s, 130°C/37s e 135°C/5s, para causar 3 reducdes
logaritmicas nos esporos termorresistentes G. stearothermophilus ATCC 1518
com retencdo minima de 98.7% da sacarose e acucares redutores totais, ART,
foram avaliadas utilizando as linhagens de leveduras LNF SA-1 e LNF BG-1,
utilizadas industrialmente na producado de etanol. As respostas cinéticas das
leveduras, em termos de velocidades especificas maximas de crescimento nos
mostos tratados termicamente, diminuiram com o aumento da temperatura de
tratamento térmico dos mostos de 0.4187h™" para 0.1883h™" para LNF SA-1, e de
0.5659h™" para 0.0938h™" para LNF BG-1. Os tempos de adaptacido obtidos para a
linhagem LNF SA-1 variaram de 3.1h a 4.97h, mas nos mostos tratados segundo o
binbmio 135°C/5s foi de 11.17h. Para a linhagem LNF BG-1 os tempos de
adaptacdo obtidos variaram de 5.9h a 6.7h, mas nos mostos tratados na
temperatura de 135°C/5s foi de 10.9h. A produtividade das leveduras ficou entre
0.24-0.34 g etanol/g célula’/h enquanto que o rendimento em etanol variou de
87.56% a 89.73% sendo que o maximo rendimento da fermentagdo foi obtido

utilizando mosto tratado segundo o binémio 130°C/37s.

Aplicacées Praticas

A manutencdo das caracteristicas fermentativas de mostos submetidos a
tratamento otimizado para maxima retencao do seu conteudo em acgucares, tem
grande impacto tecnolégico na cadeia de producdo de biocombustiveis por
conferir, condi¢coes para conducgdo do processo de fermentacao alcodlica de forma

estavel, no limite da alcool-tolerancia das leveduras industriais, podendo o
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processo ser conduzido com maior rendimento alcodlico e consequentemente com
menor producdo de vinhaca, sem uso de antibiéticos, contribuindo para a
sustentabilidade da cadeia de produgao de bioetanol combustivel.

Introducao

O bioetanol combustivel produzido no Brasil é obtido por fermentacao de
acucares contidos no mosto de cana-de-aglUcar, processo cujas principais
caracteristicas sao alta densidade celular, curto tempo de processo (< 8 horas) e
reciclo das leveduras com tratamento acido de acordo com o processo de Melle-
Boinot patentes n® 746778/770666 de 1933 (Gonzales e Rossell 1986; Mariller
1951). Outra caracteristica importante é a falta de contengéao dos projetos fazendo
com que O processo seja conduzido com a presenca de contaminantes
bacterianos identificados por Gallo e Canhos (1991), frequentemente
responsabilizados pelo fato de o setor de fermentagdo concentrar 30%-60% das
perdas totais na industria, fato que é agravado no Brasil, pela pratica do reciclo de
células que tende a acumular o problema a cada ciclo (Centro de Tecnologia
Copersucar 1996; Trombini et al. 1988; Nobre et al. 2007; Yokoya e Oliva-Neto
1991). Mesmos grupos contaminantes sdo encontrados nos agrossistemas milho
nos Estados Unidos, beterraba na Europa ou lignocelusésico, denominado de
biocombustivel de segunda gerag¢do os quais sdo controlados pelo uso intensivo
de antibidticos de uso humano ou quimicamente relacionados de grande uso em
nutricdo animal como aditivos alimentares (Bishoff et al. 2007; Schell et al. 2007;
Centro de Tecnologia Canavieira 2006; Skinner and Leathers 2004; Bayrock et al.
2003; Stroppa et al. 2000; Klaushofer et al. 1998). O uso intensivo de antibidticos

tem contribuido para selecionar bactérias nocivas ao Homem, resistentes e
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tolerantes a antibiéticos, a chamada pressao antibiética, que levou a Unido
Européia a banir o uso desses produtos como aditivos alimentares na criacdo
intensiva de animais (Wannmacher 2004; Europa 2003; Ledergerber et al. 2003;
Van Den Bogaard et al. 2002; Lima et al. 1999). Alternativamente, Nolasco Junior
(2005) projetou um processo térmico otimizado para mostos de caldo de cana e
melaco para inativagcdo de contaminantes. A aplicacdo deste tipo de processo
seria viavel sempre que a fermentabilidade dos mostos nao fosse afetada
significativamente pela aplicacdo do calor.

No Brasil, os processos de fermentagdo industriais sdo avaliados pelo
rendimento para o qual sdo utilizadas duas metodologias: por balanco de massa
em ART (Finguerut et al. 1984) e balanco de massa de  subprodutos,
desenvolvido e utilizado no ambito do sistema Copersucar, que mede as
producdes especificas dos subprodutos glicerol, acidos,leveduras e agucar
residual ndo fermentado, todos em relagcdo ao etanol produzido (Finguerut et. al
1985; Finguerut e Rossell 1985; César e Finguerut 1992). O Centro de Tecnologia
Canavieira mantém um banco de dados denominado Controle mutuo
agroindustrial com informagdes de aproximadamente 65 unidades produtoras
associadas, contendo dados de eficiéncias setoriais na agricultura e no
processamento industrial da cana-de-agucar para producao de agucar, bioetanol,
geracao de energia e outros produtos. O Controle mutuo agroindustrial fornece
uma excelente caracterizagdo do processo e é utilizado no ambito dos associados
do Centro de Tecnologia Canavieira como base de comparacdo. Para esse
trabalho foi utilizado o controle mutuo agroindustrial da safra 2006/05 (Centro de

Tecnologia Canavieira 2006).
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Os anos 1990, no Brasil, foram marcados por avancos em modelagem da
fermentacao e por estudos de dindmica populacional no processo. Dos estudos
cinéticos e modelagem da fermentagdo (Andrietta 1994; Atalla 2000; Tosetto
2002) surgiram projetos de fermentacao continuos e bateladas alimentadas com
reciclo de células (Andrietta 1994), otimizados para operar fora das condicoes
inibidoras de substrato verificadas em concentragdes de aclUcares a partir de
150¢/L, segundo Maiorella et al. 1981, das condi¢cées de choque osmético para
fugir das respostas metabdlicas das leveduras que sempre levam a rendimento
menor (Hohmann 2002; Hohmann et al. 2007; Devantier et al. 2005) e das
condigdes inibidoras do produto formado, o etanol.

A utilizacao da técnica da cariotipagem eletroforética (Stroppa 2002) para a
identificacdo de leveduras forneceu uma visdo da enorme biodiversidade de
leveduras no ambiente da fermentacdo, conforme mostraram com técnicas de
taxonomia numérica e testes bioquimicos Cabrini e Gallo (1999) ou Basilio et al.
(2008) usando biologia molecular, mais recentemente. A cariotipagem permitiu a
selegdo das primeiras linhagens de Saccharomyces cerevesiae, com habilidade
de permanéncia nos processos industriais, entre elas, as linhagens mais
amplamente utilizadas na industria LNF BG-1, LNF SA-1, isoladas pela
Copersucar, e LNF PE-2 e LNF CAT-1 isoladas pela Fermentec, embora mesmo
essas linhagens tivessem sido substituidas por linhagens selvagens, com
caracteristicas fermentativas indesejaveis, em muitas destilarias onde foram
introduzidas (Basso 2006; Amorim 2005; Andrietta et al. 1997). O processo

térmico de Nolasco Junior (2005) tendo como micro-organismo alvo 0s esporos de
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G. stearothermophilus sera mais que suficiente para inativar também as leveduras
selvagens contaminantes de caldos e mostos.

Para o entendimento da dindmica populacional nas fermentagdes, Andrietta
et al. (1995) propuseram uma diferenciagdo entre leveduras baseado em
potencial fermentativo, utilizando para isso os parametros cinéticos velocidade
especifica maxima de crescimento do micro-organismo e as producgdes
especificas de etanol, massa celular, glicerol e acidos organicos, sempre em
relacdo ao ART consumido. Com o objetivo de melhorar o desempenho das
fermentacdes, Andrietta et al (1999) desenvolveram uma metodologia de
classificacao de leveduras quanto a sua capacidade fermentativa, levando-se em
conta as caracteristicas cinéticas e parametros de rendimento e produtividade das
linhagens, em mosto sintético padrao contendo glicose (150 g/L) suplementado
com extrato de levedura (6 g/L) e sais minerais. Com essa metodologia os autores
avaliaram o grau de heterogeneidade da populacdo de leveduras em
fermentacdes industriais quanto as suas respectivas capacidades fermentativas e
recomendaram que as partidas dos processos fossem feitas com fermentos
selecionados nas proprias unidades na safra anterior, utilizando as linhagens
melhor classificadas.

A presente pesquisa teve por objetivo avaliar a fermentabilidade de mostos
tratados termicamente medindo o crescimento das linhagens de leveduras LNF
SA-1 e LNF BG-1 durante a fermentagdo, o rendimento e produtividade do
processo e comparando com o desempenho de unidades industriais onde esses
tratamentos térmicos ainda ndo sao aplicados, utilizando para isso, informacdes

de controle de processos das mesmas.
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Material e Métodos

Micro-organismos utilizados

Foram utilizadas duas linhagens de leveduras usadas na producgéo
industrial de bioetanol no Brasil: Saccharomyces cerevisiae LNF SA-1 e
Saccharomyces cerevisiae LNF BG-1. A primeira foi isolada de um processo de
fermentacao continua da Usina Santa Adélia de Jaboticabal-SP e a ultima de um
processo de fermentacdo tipo batelada alimentada da Usina Barra Grande de
Lencdis Paulista-SP. As duas linhagens foram isoladas e identificadas por
cariotipagem eletroforética (Stroppa 2002) pela Copersucar (Basso 2006) e sao
comercializadas pela Empresa LNF Latino Americana na forma seca ativa, que
cedeu amostra para essa pesquisa (LNF 2010).
Mosto utilizado

Mostos a 22.5°Brix e pH=6.4 preparados e tratados termicamente conforme
descrito em Nolasco Junior e De Massaguer (2010), estocados a 4°C em camara,
foram utilizados nos ensaios de fermentabilidade desta pesquisa. Previamente aos
testes de fermentabilidade, os mostos estocados em camara fria, foram avaliados
microbiologicamente por incubacdo de 3 a 5 amostras por 48 horas e 30°C,
seguida de esgotamento em triplicata em Agar Padrao para Contagem (PCA-
Oxoid®), Agar de Man, Rogosa & Sharp (MRS-Oxoid®) e Triptona Soja Agar

(TSA- Oxoid®) por 48h a 30°C.
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Estabelecimento dos parametros cinéticos de crescimento das
leveduras em mosto, Wmaxs A, Nina € caélculo do rendimento e da

produtividade.

Para ativar as culturas, dois tubos inclinados com meio de cultura Agar Batata
Dextrose (PDA, Oxoid®) e semeados com cada uma das linhagens de leveduras
LNF SA-1 e LNF BG-1 foram incubados a 32°C por 24h. Um deles foi utilizado
para repique das culturas a fim de se trabalhar com culturas jovens e o outro
usado para ressuspender a cultura com 50 mL de agua estéril e formar a
suspensao de levedura para os ensaios de crescimento (Andrietta et al. 1999).

Os testes de crescimento foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL
esterilizados em autoclave a 121°C/15min secos e resfriados, em duplicata, para
cada linhagem de levedura testada. Os frascos foram fechados com rolhas de
borracha, que possuiam um orificio preenchido com algodao para permitir a saida
do gas carbbnico produzido durante a fermentacdo. Foi transferido para cada
Erlenmeyer, assepticamente em camara de fluxo laminar classe 100,
aproximadamente 100 ml de mosto (22.5°Brix, pH 6.4). Os frascos foram
inoculados com 10 mL de suspensdo de leveduras. Imediatamente apo6s a
inoculag&o foram retiradas amostras de cada frasco para a leitura da densidade
otica inicial (t=0). Os frascos foram incubados em shaker (New Brunswick
Scientific Co., Inc. Edison, N.J./EUA, Series 25) a 32°C e 150 rpm. O crescimento
da levedura foi por determinagcdo da densidade o6tica, a 600 nm, em
espectrofotometro (Beckman®, Fullerton-CA/US, modélo DU 640B) em intervalos
de tempos regulares de forma a caracterizar graficamente cada uma das fases de
crescimento até atingir a fase estacionaria. Para calibracdo do espectrofotémetro,
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com mosto sem inéculo, foi utilizado o fator de diluicdo igual a cem (100), devido a
cor marrom avermelhada intensa, caracteristica de mostos de caldo de cana e
melaco concentrados para estabilizacdo da leitura em zero. As analises de
densidade ética no meio de crescimento foram submetidas ao mesmo fator de
diluicdo. As curvas de crescimento foram construidas, a partir dos dados
experimentais, em duplicata, e modeladas conforme o modelo de Baranyi e
Roberts (1994), Equacao 1, utilizando o software DMFIT 2.1, desenvolvido pelos

autores e disponivel sem custo em http://www.ifr.ac.uk/safety/DMFit. para estimar

taxas de crescimento especifico, tempo de adaptacdo ( A ) e tamanho da
populacdo maxima (Nsinar). O parametro cinético estabelecido a partir do ajuste do
logaritmo da razdo densidade otica /densidade dtica inicial vs o tempo, foi a
velocidade especifica maxima de crescimento (umax) que reflete a adaptacao do
micro-organismo no meio.

e/umaxA(t) -1
N(t) = Ny + fh A() = In) 14+ —F—7— (1)

eNﬁnal_

Os experimentos de determinacao dos parametros cinéticos de crescimento foram
identificados por numero e letra correspondente a identificacdo do processo de
tratamento térmico dos mostos (Nolasco Junior e De Massaguer 2010), seguido
do numero da repeticdo do ensaio, Tabela-1. Nesta tabela pode-se encontrar a
correspondéncia entre a identificagdo dos experimentos e as condicbes de
processo térmico dos mostos utilizados, em termos de temperatura e médio de

retencao.
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TABELA-1.

Parametros de rendimento e produtividade

Foram determinados os seguintes parametros de rendimento ou producdes
especificas de produtos formados em relacdo ao consumo de substrato, ART:
producédo especifica de etanol (Eq.2), producédo especifica de levedura (Eq.3) e
producéo especifica de glicerol (Eg.4). Também foram calculadas a produtividade
celular em etanol (Eq.5) e a conversao de substrato (Eq.6) (Andrietta et al. 1995;

Andrietta et al. 1999).

Etanol ,
Yp/S — produzido (%j (2)
AR Tconmmido g
Levedura ,, ...
YX/ 5= produzid (%) (3)
AR Tconmmid{) g
Glicerol , , .
Yg/S — produzido (Vj (4)
AR’TConsumido g
E tan ol ,
P d — produzido (g ) (5)
re Levedura,,,,,,..., Xtempo P— 4 *h
ART, .
CONV: 1 0()< wnmmzdo(%) (6)

inicial

O rendimento fermentativo foi calculado pelo método dos subprodutos
formados na fermentacdo ou simplesmente rendimento por subprodutos, Rsp,
(Eq.7) proposto e utilizado tradicionalmente desde os anos 80, no ambito das
Usinas cooperadas do sistema Copersucar (Finguerut et. al 1985; Finguerut e
Rossell 1985; César e Finguerut 1992). O rendimento calcula as produgdes
especificas, em relacdo ao etanol produzido, dos subprodutos levedura (Eq. 8),
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acucares nao consumidos (Eqg. 9), acidos (Eqg. 10) e glicerol (Eq. 11). O CO>
produzido é calculado estequiometricamente em funcdo do etanol produzido e
esta incluido na constante 1,01 da equacao 7. De acordo com os autores, 0s
subprodutos citados seriam aqueles com significancia para serem monitorados.

100

Rsp = - - (%) (7)
(LOI+1.19%K |, pura +OSTT*(K jp + K 0+ Koo
Levedura ,, ...
KLevedura = ot (y) (8)
E tan Olproduzidu g
ART .
K — residual (y) 9
AT Etanol 8 ®)

produzido

Acidez

— produzida (7) (1 0)
E tan ol 8

produzido

K Acido

GlicerOZproduzido (g)

(11)

Glicerol =

E tan Olproduzidu (g)

A conversao do parametro industrial Kievedura @ Umax, pode ser feita a partir da (Eq.

12) (Nota do Autor).

K xd
,llmax — Levedura E tanol (h—l ) (1 2)
Prod, ,xCx fx24

Também foi calculado o rendimento baseado na Equacado de Gay-Lussac, Rg.L,
(Eg.13) que considera apenas a formagéo de etanol e CO2 a partir da molécula de

glicose.

Y
R =100%—£5 (g 13
G-t 0511 ) (13)
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Preparo do inoculo para os ensaios de fermentacao de mosto de caldo

de cana e melaco

Todos os ensaios foram realizados com repique de 24h das culturas das
linhagens de leveduras LNF SA-1 e LNF BG-1 mantidas em tubos inclinados de
Agar Batata Dextrose (PDA, Oxo0id®) e incubadas previamente a 32°C por 24h
(Andrietta et al. 1995; Andrietta et al. 1999). Apés esse periodo o crescimento dos
tubos inclinados foi ressuspenso em 50 ml de agua estéril para ser usado nos
ensaios de fermentacdo. Foi determinada a massa seca do inéculo por secagem,
em placa, de aproximadamente 10 ml da suspensao de in6culo em estufa a 70°C,
medindo o peso inicial da suspensao até peso final constante. Dessa forma foi
determinada a concentracdo de células em massa seca no inoculo (CCI) e
expresso em gramas de células em massa seca por grama de inoculo.
Fermentacao

A avaliagdo da fermentabilidade dos mostos tratados termicamente,
conforme descrito por Nolasco Jr. e de Massaguer (2010), a partir das linhagens
de leveduras selecionadas, foi realizada através de adaptacdo da metodologia
desenvolvida por Andrietta et al. (1999) para classificacao de leveduras industriais
pela capacidade fermentativa. Outra adaptacdo do método foi o aumento do
tempo de fermentacdo para 52h, ja que a concentragdo de agucares redutores
totais do mosto desta pesquisa foi aproximadamente 47% maior que a utilizada na
metodologia original. Também foi determinada a producado especifica de glicerol

(Yg/s) néo utilizado na metodologia original.
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Os testes de fermentagao foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250
mL em triplicata para cada linhagem de levedura testada. Os frascos foram
fechados com rolhas de borracha, contendo um orificio preenchido com algodao
para permitir a saida do gas carbdnico produzido durante a fermentacao, sendo
esterilizados em autoclave a 121°C/15min, secos, resfriados e entdo pesados em
balanca eletrbnica e registrados (P1) para uso nos calculos envolvidos. Foi
transferido assepticamente, em camara de fluxo laminar, para cada Erlenmeyer,
aproximadamente 100 ml do mosto tratado termicamente sendo os Erlenmeyers
fechados e pesados novamente para registro de seus pesos (P2). A concentracao
de acucares redutores totais no mosto foi determinada de acordo com Lane e
Eynon (1923). Os frascos foram entdo inoculados com 10 mL de suspenséao de
cada linhagem de levedura de concentracdo previamente determinada, pesados
novamente para determinar a quantidade de in6culo inicial e tiveram seus pesos
registrados (P3). Os frascos foram incubados em shaker (New Brunswick Scientific
Co., Inc. Edison, N.J./EUA, Series 25) a 32°C e 150 rpm por 52 horas. Terminado
o tempo de fermentacdo, os frascos foram pesados para se determinar a
quantidade de gas carbbonico produzido, sendo os pesos registrados (P4). As
amostras (40g/frasco) foram centrifugadas (Sorval Instruments Dupont, Delaware,
Washington/EUA, modelo RC5C, rotor GSA10) a 8400xg por 5 minutos a
temperatura de 32°C. Os centrifugados foram lavados com agua estéril e
recentrifugados por trés vezes. Em seguida, foram transferidos para placas de
Petri, previamente taradas, e secos em estufa a 70°C até peso constante. Dessa
forma se determinou a concentracdo de células em massa seca no vinho

fermentado e expresso em g de células (massa seca)/g de vinho e registrados
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como CCV. Os sobrenadantes da primeira centrifugacdo dos vinhos fermentados
foram utilizados nas determinacdes de concentracdo de etanol (ABNT 1980), por
destilacdo da amostra seguida de leitura em densimetro eletrbnico (ANTON
PAR®, Graz-Austria, modélo DMA 4500), de agUcares redutores totais (Somogy
1945; Nelson 1944) e glicerol (Sigma Procedure-337 1995). Com estes dados
foram calculados as producdes de etanol (Eq.14), glicerol (Eq.15), levedura
(Eq.16) e o consumo de ART (Eq.17 a Eq. 19).

(P4-P1)

Etanol , ..., (8) = 100 X[etanol] ., (14)
GlicerOI roduzido (g) = wx [glicer‘Ol]vinho (1 5)
proce 100

Levedura,,;,.... (8) = (P4— P1)x CCV —(P3— P2)x CCI (16)

ART‘inicial (g) = M X [ART]vinho (1 7)
100

ARTﬁlml (g) = M X [ART]vinho (1 8)
100

ARTconsumido (g) = ART‘inicial - ARTﬁnal (1 9)

Resultados e Discussao

Os parametros cinéticos velocidade maxima de crescimento, tempo de
adaptacao e populacdo maxima atingida, obtidos para as linhagens de levedura
testadas nos experimentos de crescimento celular podem ser encontrados nas
Tabelas 2 e 3. As curvas de crescimento obtidas para as duas linhagens testadas
em mostos tratados com o bindmio 125°C/30s, Figuras 1 e 2, binbmio 130°C/37s,
Figuras 3 e 4, e 135°C/5s, Figuras 5 e 6, foram selecionadas para ilustrar os

experimentos de obtencado dos parametros cinéticos de crescimento.
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TABELA-2
TABELA-3
FIGURA-1
FIGURA-2
FIGURA-3
FIGURA-4
FIGURA-5

FIGURA-6

Os valores médios dos parametros cinéticos obtidos foram submetidos ao
teste estatistico de t-student para avaliacdo de significAncia dos valores
considerando os quatro tratamentos térmicos, Tabelas 4-7.

Os valores médios de velocidade especifica de crescimento para a
linhagem LNF BG-1 decresceram com o aumento da temperatura de tratamento
térmico do mosto utilizado, variando de 0.5659 h”' quando utilizado mosto
submetido ao bindmio de tratamento térmico de 125°C/30s, para 0.0938 h™,
quando utilizado mosto submetido ao binbmio de tratamento térmico de 135°C/5s,
sendo estatisticamente diferentes entre tratamentos, com p < 0.05, Tabela-4. Para
a linhagem LNF SA-1 as velocidades maximas de crescimento obtidas também
decresceram com o aumento da temperatura de tratamento térmico do mosto
variando de 0.4187h™" quando utilizado mosto submetido ao binémio de tratamento
térmico de 125°C/30s, para 0.1883h™”, quando utilizado mosto submetido ao

binbmio de tratamento térmico de 1352C/5s, sendo também estatisticamente
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diferentes entre si, a p < 0.05, com excec¢ao dos valores obtidos quando foram
utilizados os mostos submetidos aos binémios 125°C/30s e 130°C/11s, Tabela-5.
Os valores de Nsing reportados sao os logaritmos decimais das razdes entre
a densidade o6tica final e inicial ou em outras palavras, exprime a relagdo entre a
populacao final e inicial obtido em cada ensaio para determinagéo dos parametros
cinéticos de crescimento, de cada uma das linhagens de levedura, em cada mosto
avaliado. A populacao final, para a linhagem LNF BG-1, ao contrario da velocidade
especifica maxima de crescimento, ndo diminuiu com o aumento da temperatura
como seria de esperar, porque 0s valores médios nao apresentaram diferenca
significativa a p < 0.05, Tabela-4. Valores elevados dos desvios-padrdao obtidos
para os valores médios de Nsna Nos experimentos 130/A/B, 135/A/B influenciaram
os resultados de forma que as populacdes finais nos experimentos 125/A/B,
130/A/B e 135/A/B néao foram significativamente diferentes a p < 0.05.
Experimentalmente foi observado algum ruido de leitura durante a calibracdo do
espectrofotometro. Apds a diluicao pelo fator de 100, as leituras de densidade
6tica do mosto sem in6culo, variavam entre 0.0000 a 0.0003, sendo utilizado
0.0001 quando o valor 0.0000 foi obtido, para evitar a divisdo por zero no
quociente DOsina/DOinicias mas nao evitou maior variabilidade em certos casos. Em
vista disso, é possivel afirmar que, especificamente para o parametro Nyinal,
contagem por plagueamento ou microscopia seria mais recomendavel. Para a

linhagem LNF BG-1, nos ensaios utilizando mostos submetidos aos tratamentos

mais rigorosos o valor médio obtido da relagdo DOfina/DOjniciar foi = 89.51 e nos

ensaios utilizando mostos submetidos aos tratamentos mais brandos
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DOina/DOiniciar fOi = 288, Tabela-4. Respectivamente, para a linhagem LNF SA-1,

os valores médios obtidos foram = 18.78 e 2 740, Tabela-5.

Os parametros de tempo de adaptacdo obtidos para as duas linhagens
testadas nesta pesquisa utilizando mosto submetido ao processo térmico
representado pelo binbmio 135°C/5s, 11.1712h para LNF SA-1 e 10.8773h para
LNF BG-1, foram significativamente diferentes e maiores que os valores obtidos
nos demais tratamentos que variaram entre 3.0995h e 4.9693h para LNF SA-1 e
5.9158h e 6.6541h para LNF BG-1, Tabelas 4 e 5. As duas linhagens de leveduras
apresentaram menor velocidade especifica de crescimento maximo e maior tempo
de adaptacdo nos mostos tratados com o bindmio de temperatura mais eleva
135°C/5s. Isto pode ser indicativo de alguma reagdo que acabou por
indisponibilizar algum nutriente mineral essencial para as leveduras, ja que 0s
acucares foram preservados acima do nivel minimo (Nolasco Junior e De
Massaguer 2010). E sabido que a precipitacdo de metais ocorre em pHs alcalinos
(> 8) e seria possivel que a temperatura mais elevada de 135°C tivesse provocado
a precipitagdo de algum cation com importante funcao nutricional para as

leveduras.

TABELA-4

TABELA-5

Na comparagdo entre as duas linhagens, as velocidades méaximas de

crescimento obtidas ndo foram significativamente diferentes, a p < 0.05, nos
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mostos submetidos aos tratamentos térmicos mais brandos, 125°C/30s e
130°C/11s, mas foram significativamente diferentes, a p < 0.05, nos mostos
submetidos aos tratamentos mais drasticos, 130°C/37s e 135°C/5s, sendo que 0s
valores obtidos para a linhagem LNF SA-1 foram maiores que os valores obtidos
para a linhagem LNF BG-1, Tabela-6. Ja os tempos de adaptacao obtidos para as
duas linhagens foram significativamente diferentes, a p < 0.05, nos mostos
submetidos aos tratamentos térmicos mais brandos, 125°C/30s e 130°C/11s, com
menores valores para a linhagem LNF SA-1 enquanto que nas condicbes mais
drasticas, 130°C/37s e 135°C/5s, os tempos de adaptacao obtidos das linhagens
nao foram significativamente diferentes, a p < 0.05, Tabela-7. Alvarenga (2008),
em sua pesquisa em temperaturas de fermentagdo variando entre 25°C-32°C
utilizando a linhagem de levedura CCT0759 e também mosto de caldo de cana e
melago a 21.5Brix e pH 6.4 esterilizado em autoclave a 121°C/40min, reportou
tempos de adaptagcéo entre 5.76h a 8.70h, comparaveis com os obtidos nesta
pesquisa nas condicoes mais brandas para a linhagem LNF BG-1, e velocidades
maximas de crescimento menores, entre 0.16h-1 a 0.229h-1. A autora ajustou o
indculo para seus ensaios de fermentagdo em 10° leveduras/ml o que representa
fermentacdao de alta densidade celular em que as velocidades maximas de

crescimento diminuem.

TABELA-6

TABELA-7
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Os resultados obtidos nos ensaios de avaliagdo de fermentabilidade dos
mostos tratados termicamente, Tabelas 1-8 do Anexo 1, foram convertidos em
parametros usados pela indlstria sucroalcooleira para avaliar os processos
industriais de fermentacao, Tabelas 8-9 e comparados com os dados industriais
de processos da safra 2005/06 através do banco de dados controle mutuo
agroindustrial, Tabelas 1-4 do Anexo-2 (Centro de Tecnologia Canavieira 2006).
Os valores de rendimento por subprodutos obtidos nesta pesquisa (Eq.7) variaram
de 87.56% a 89.73%, Tabela-8, 0.64 a 2.81 pontos percentuais menores do que o
valor médio de 90.37% reportado pelo controle muatuo agroindustrial para
fermentacdes industriais durante a safra 2005/06, Tabela-4 do Anexo-2. De acordo
com a férmula para célculo do rendimento por subprodutos (Eq.7), rendimentos
maximos sdo obtidos com valores minimos de Kacidos Kaiicerol, Kievedura € KarT,
sendo que o parametro Kievequra t€mM peso maior que os demais paradmetros no
célculo do rendimento. Os valores de K| evequra Obtidos nessa pesquisa variam de
0.0687g/g a 0.08g/g, Tabela-8, e foram muito maiores que o valor médio
encontrado no controle muatuo agroindustrial, 0.0428g/g, Tabela-1 do Anexo-2,
sendo o principal parametro responsavel pelo rendimento menor encontrado nesta
pesquisa. Para se ter uma idéia do peso do Kievedura NO resultado do rendimento,
se fosse adotado o valor de Kievequra industrial de 0.0428g/g, e mantidos os demais
valores de K’s obtidos nesta pesquisa, Tabela-8, o rendimento da fermentacao
calculado pela (Eq.7) nos experimentos dessa pesquisa seria igual a 91.11% ou
0.74 pontos percentuais acima do rendimento meédio industrial reportado no

controle mutuo referente a safra de 2005/06, Tabela-4 do Anexo-2.
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TABELA -8

Algumas caracteristicas dos processos industriais e dos testes de
fermentabilidade explicam as diferencas na producdo especifica de biomassa,
Klevedura, €Ncontrados nos dois processos. Enquanto os processos industriais
brasileiros de fermentacao alcoodlica sdo conduzidos em anaerobiose e com alta
densidade celular porque adotam o processo de Melle-Boinot (Gonzales e Rossell
1986; Mariller 1951), cuja principal caracteristica € o reciclo de células, os testes
de fermentabilidade, nesta pesquisa, foram conduzidos como bateladas puras em
Erlenmeyers de 250 mL com volume util de 100 mL, tampados com rolha de
borracha com orificio preenchido com algodao e agitagao controlada em 200rpm o
que confere difusdo de ar através do meio, e baixa densidade celular. O
rendimento em biomassa por substrato consumido em aerobiose é cerca de 4
vezes maior que o rendimento obtido em anaerobiose, 0.57 C-mol de biomassa/C-
mol de glicose e 0.14 C-mol de biomassa/C-mol de glicose e, respectivamente
(Heijnen and Dijken 1991).

A alta densidade celular associada ao reciclo de célula, anaerobiose e
modo de operagdo continuo ou batelada alimentada, caracteristicos dos
processos de fermentacdo alcodlica brasileiros, resultam em velocidade muito
baixa de crescimento da populacdo de leveduras o que leva a valores de Kieyedura
minimos e maiores rendimentos. Os modelos cinéticos de crescimento microbiano
em funcdo de fatores inibidores como concentragdo celular, concentracdo de
substrato e de produto formado explicam a condicdo de menor producao de

biomassa encontrada no processo brasileiro de fermentacéo alcodlica (Andrietta
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1994; Atalla 2000; Tosetto 2002). A titulo de comparacao, os valores de Kievedura
industriais poderiam ser convertidos em parametros de velocidade de reproducao
Umax, (EQ.12) usando parametros nem todos disponiveis como o parametro de
projeto de instalagdes, produtividade industrial. Entretanto €& tipicamente
considerado um valor industrial de pmax de 0.0053 h™' nas condigdes brasileiras de
fermentacao (Nota do autor). Esse € muito inferior aos valores de umax obtidos em
qualquer dos experimentos de cinética de crescimento realizados nessa pesquisa.

Maiores valores de rendimentos fermentativos por subprodutos foram
obtidos nos ensaios de fermentabilidade em que se usou mosto tratado segundo o
bindmio 130°C/37s para as duas linhagens de leveduras testadas. Nesses
experimentos foram obtidas as menores producdes especificas de células, Yx/s, e
de glicerol, Yg/s, Figuras 7 e 8, e também foram obtidos o segundo menor valor de
Umax € da razdo DOyina/DOinicial, cOM tempos de adaptagdo normais, Tabelas-4 e 5.
Nos testes com mostos tratados a 135°C/5s embora as velocidades de reproducao
obtidas para as duas linhagens fossem minimas, os tempos de adaptacao
praticamente dobraram e nessa condicdo foi obtido o menor rendimento por
subprodutos para a linhagem LNF BG-1, Figuras-7-8. O rendimento da
fermentacdo medido de acordo com a equacgao de Gay-Lussac, (Eq.13) variou de
85.30% a 86.19% um pouco abaixo do rendimento por subprodutos, Tabela-8. O
rendimento, de acordo com Gay-Lussac, assume que todo carbono proveniente da
glicose se transforma em CO2 e etanol. Isso resulta num rendimento teorico igual
a 0.511 g de etanol/g de glicose, valor maior do que os valores tedricos reais
obtidos quando s&o considerados os outros produtos formados na fermentacao

como biomassa e glicerol. O balango de carbono, considerando massa total de
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produtos recuperados nos ensaios de fermentabilidade, foi de 92.74% a 95.64%
em relacdo a massa de ART consumido o que significa que 4.36 a 7.26% da
massa de acucar desaparecido nao foi recuperada nos produtos analisados,
Tabela-8. O método do calculo do rendimento por subprodutos considera o
desdobramento da molécula de glicose nos produtos etanol, CO2, glicerol,
levedura e acucar residual como os mais significativos para medicdo e analise de
produtos formados. Outros produtos sdo formados mas em quantidades nao
significativas como os alcodis superiores que representam 0.2% do etanol
produzido (Finguerut et. al 1985; Finguerut e Rossell 1985). Nesse caso, erros
analiticos e CO2 dissolvido no meio poderiam explicar boa parte das diferencas
encontradas.

FIGURA-7

FIGURA-8

As fermentacdes alcodlicas industriais sdo conduzidas em média em 8.88h
e com alta densidade celular, 10.66% (v/v), Tabela-1 do Anexo-2. O tempo de
conversao total dos aclucares durante os testes de fermentabilidade desta
pesquisa foi de 52h sendo que a concentragdo celular nos ensaios ficou entre
1.65-2.40% (v/v), Tabela-9. Quanto ao tempo de fermentagdo para conversao
superior a 99% dos acgucares, bem como, os tempos de adaptagdo encontrados
nos testes de crescimento celular para as duas linhagens, vale ressaltar que o
indculo inicial de todos os testes de fermentacao foi de 0.01g de células enquanto
que a concentracdo média de ART dos mostos foi 21.8% ou 237.40 g/L

considerando a massa especifica do mosto igual a 1.089¢g/l, Tabelas 1-8 do
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Anexo-1. Segundo Maiorella et al. (1981), a inibicdo as leveduras se torna mais
pronunciada em concentracoes de acucares acima de 150 g/L. As bases
moleculares para a resposta de leveduras a choque osmético sdo conhecidas
(Hohmann 2002; Hohmann et al. 2007) e na presenca de altas concentracdes de
acucares fermentesciveis e outros solutos, acontecem respostas metabdlicas
como perda de agua intracelular, producdo de glicerol como agente
osmoregulador, acumulo de trealose, entre outros efeitos, que num processo de
adaptacao a esta nova condicido, acaba inibindo o crescimento celular (Devantier
et al. 2005). Concomitante ao choque osmotico acontece a producao de etanol
que deve inibir o crescimento celular e ter impacto sobre a viabilidade celular.
Portanto é de se esperar que uma inibicao inicial sobre um in6culo muito pequeno
se traduziu em um tempo maior de fermentacdo para o consumo total dos
acucares do meio bem como em fases de adaptacdo que para a linhagem LNF
SA-1 foi de até 4.9693h e para a linhagem LNF BG-1 foi de até 6.6541h.
Entretanto, os tempos de adaptacao obtidos para as linhagens LNF SA-1 e LNF
BG-1 iguais a 11.1712h e 10.8773h respectivamente, quando utilizado mosto
submetido a tratamento térmico de 135°C/5s, nao foram decorrentes de inibicao
osmdtica e por produto formado apenas, mas também devido a algum produto
inibidor formado no tratamento do mosto nessa temperatura mais elevada, sendo
0 acido lactico o principal produto da degradacao alcalina da sacarose, segundo
Kelly e Brown (1978) ou ainda a questdo da precipitacdo de metais em pHs
alcalinos discutida acima.

Em condicbes de alta densidade celular, a multiplicacdo de células € um

fator de menor relevancia, sendo a fermentacdo o fenbmeno dominante. Ao
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contrario, em baixa densidade celular, € necessario o acumulo de células, para
depois ocorrer a fermentacado para a producdo de etanol. Nessa condicdo o fator
nutricional pode ser determinante para a eficiéncia do processo.

A produtividade celular em etanol encontrada nesta pesquisa ficou entre
0.24-0.34 g etanol/g célula’h, Tabela-9, compativel com a produtividade celular
média reportada no Controle Mutuo de 0.32g etanol/g célula/h, Tabela-2 do
Anexo-2. E interessante destacar que, na média, as fermentagdes industriais sdo
conduzidas com a presenca de contaminantes com razao de infeccéo que indica a
propor¢céo entre contaminantes bacterianos e leveduras, igual a 30.99%, Tabela-2
do Anexo-2. Do ponto de vista de perda setorial, pode-se inferir que 51% das
perdas totais determinadas estdo concentradas no setor de fermentacéo, Tabela-3
do Anexo-2. Estes numeros sao referentes a safra de 2005 e variam de acordo
com a proporcao entre acucar e alcool produzidos, mas a perda setorial da

fermentacao é sempre significativa (Centro de Tecnologia Copersucar, 1996).

TABELA -9

Conclusao

Em se tratando de tratamento térmico, em geral a recomendacéao é pelo
uso das condicoes mais brandas de temperatura por razées econdmicas de
economia de energia, de preservacdo de nutrientes, fatores de qualidade e
formacdo de compostos inibidores. Entretanto os testes de avaliacdo da
fermentabilidade dos mostos tratados termicamente mostraram que a condicao

mais branda de temperatura, 125°C, ndo apresentou maior rendimento. O
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rendimento maximo foi encontrado, para as duas linhagens testadas, usando
mosto tratado com o binémio 130°C/37s, uma condic¢ao intermediaria.

Os ensaios desta pesquisa se revelaram como aliados na otimizacao do
tratamento térmico, baseado unicamente na destruicado de micro-organismo alvo e
na preservacao de agucares, porque o mosto é mais do que acucares dissolvidos,
trata-se de uma matriz complexa de macro e micro nutrientes esséncias para as
leveduras que podem ser afetados pelo tratamento térmico. Portanto experimentos
do tipo dos testes de fermentabilidade desta pesquisa, que medem respostas
podem ser Uteis na escolha do melhor tratamento térmico a ser implementado.

Os testes de fermentabilidade apresentaram rendimento compativel com os
rendimentos industriais informados e se as mesmas condicdes de anaerobiose e
alta densidade celular dos processos industriais fossem obtidas, o rendimento
médio seria maior do que o rendimento industrial.

Sugestoes

Configurar os testes de fermentabilidade dos mostos tratados termicamente
incluindo o reciclo de células para avaliar se a exposi¢ao continua das leveduras
ao mosto que resultou em maior rendimento preserva os melhores resultados
apds um numero grande de ciclos e realizar os ensaios de cinética de crescimento
das leveduras mediante contagem de células em vez de medir indiretamente a
densidade ética, particularmente importante para o parametro populacéo final,

Nfinal-
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Nomenclatura

In(e™ +e"

A(t) =

max

[A I:{T]vinho

[etanol]vinho

[glicerol]vinho

ART
C

CCl

CCV

C-mol de biomassa

— ™y fungéo relacionada com o estado fisiologico das

células e condicoes de meio usada no modelo de

Baranyi e Roberts (1994)

concentragdo de ART residual no vinho fermentado

(Yom/m)

concentragéo de etanol no vinho fermentado (Y%om/m)
concentragao de glicerol no vinho fermentado (Y%em/m)
acucares redutores Total

concentragao de células na fermentacao (%v/v)

concentracao de células em massa seca no indculo
(9/9)

concentragao de células em massa seca na

fermentacao (g/g)

peso molecular por atomo de carbono da biomassa.

Ex. de composicao elementar para Saccharomyces
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cerevisiae: CH1.3300.56N0.17
C-mol de glicose peso molecular por atomo de carbono da

glicose CH120¢

Conv conversao de acgucares na fermentacao (%)
detanol densidade do etanol (0.7893 kg/L)
DOfinal densidade 6tica final em 600nm durante os ensaios

cinéticos de crescimento celular (Absorbancia %)

DOinicial densidade o6tica final em 600nm durante os ensaios

cinéticos de crescimento celular (Absorbancia %)
f densidade celular (0.33 kg/L)

Klcido producao especifica de acidos em relacao ao etanol

produzido (kg/kg)

KarT ART residual, ndo fermentado, em relacdo ao etanol

produzido (kg/kg)

Kailicerol producao especifica de glicerol em relacao ao etanol

produzido (kg/kg)

Klevedura producao especifica de levedura em relagao ao

etanol produzido (kg/kg)
N(t) populacédo no tempo t (DOgoonm 0u UFC/mL)

No populacéo inicial em t=0 (DOgponm 0u UFC/mL)
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Nfinal

2Brix

P1, P2, P3, P4

Prod

Prodind

Ra-L

Rsp

Yg/s

Yp/s

populacdo maxima atingida (DOgoonm 0u UFC/mL)

Medido com refratbmetro, expressa a relagao entre
indices de refragao a 20°C e a concentracao de
sélidos soluveis totais (%om/m) de solucao aquosa
pura de sacarose. Como o agucar € o principal
componente de mostos, xaropes, caldos e méis, a
concentracao de sélidos sollveis totais € uma boa
aproximacao da concentracdo de sacarose, sendo

amplamente usada na industria sucroalcooleira

pesos dos Erlenmeyers durante a preparacao para

os testes de fermentabilidade (g)
produtividade especifica de levedura em etanol (g/g/h)

produtividade da fermentacdo (volume de reator

(L)/volume de etanol produzido(L)/dia)

rendimento fermentativo a partir da Equacao de Gay-
Lussac (coeficientes massicos): C6H1206->

0.511C2H50H +0.489 CO2
rendimento fermentativo por subprodutos

rendimento especifico de glicerol em relagéo ao

substrato consumido (g/g)

rendimento especifico de produto em relagao ao

substrato consumido (g/g)
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640

641

642

643

644

645

646

647

Yws rendimento especifico de células em relacao ao

substrato consumido (g/g)

Wmax velocidade especifica méxima de crescimento
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TABELA-1. IDENTIFICAGAO DOS EXPERIMENTOS DE DETERMINACAO DOS

PARAMETROS CINETICOS DE CRESCIMENTO DAS LEVEDURAS E AS

CONDICOES DE TRATAMENTO TERMICO DOS MOSTOS

CORRESPONDENTES, CONFORME DESCRITO EM NOLASCO JUNIOR E DE

MASSAGUER (2010).

Identificacdo do experimento [ldentificacdo do processo térmico do mosto T(°C) TR médio (retengo), (s)*
125/A-1 125/A 125 30.49
125/A-2 125/A 125 30.49
125/B-1 125/B 125 30.36
125/B-2 125/B 125 30.36
130/A-1 130/A 130 10.92
130/A-2 130/A 130 10.92
130/B-1 130/B 130 10.92
130/B-2 130/B 130 10.92
130/C-1 130/C 130 37.14
130/C-2 130/C 130 37.14
130/C-1 130/D 130 37.10
130/C-2 130/D 130 37.10
135/A-1 135/A 135 4.72
135/A-2 135/A 135 4.72
135/B-1 135/B 135 4.73
135/B-2 135/B 135 4.73

* TR=tempo de residéncia.
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TABELA-2. AJUSTE DAS CURVAS DE CRESCIMENTO MODELADAS PARA A

LINHAGEM LNF BG-1, CONFORME BARANYI e ROBERTS (1994),

UTILIZANDO O SOFTWARE DMFIT 2.1 EM MOSTOS TRATADOS

TERMICAMENTE (21.5BRIX, pH=6.4) PARA OBTENCAO DOS PARAMETROS

VELOCIDADE ESPECIFICA MAXIMA DE CRESCIMENTO (pmax), TEMPO DE

ADAPTACAO (), POPULAGAO INICIAL (Ng) E POPULACAO FINAL (Nsinal).

Experimento/Parametro Intimero de pontos | kmax (h7)[ A (h) No Niinal-Log10(DOfinalDOIncia) | érro do ajuste R
125/A-1 17 0.5804 6.3119 0.2082 2.4848 0.0648 0.9904
125/A-2 17 0.5622 6.9084 0.1844 2.4816 0.1125 0.9688
125/B-1 18 0.6633 6.4179 0.2278 2.5117 0.0985 0.9782
125/B-2 18 0.4578 6.9782 0.4558 2.5570 0.0674 0.9898
130/A-1 13 0.3552 6.0515 0.8010 2.2550 0.1093 0.9574
130/A-2 13 0.3080 6.0755 0.8257 2.2820 0.1035 0.9608
130/B-1 14 0.3629 5.6837 0.6468 2.3277 0.1000 0.9720
130/B-2 14 0.4067 6.0215 1.0482 2.9727 0.0928 0.9823
130/C-1 15 0.1277 5.1483 0.4223 1.7902 0.0609 0.9876
130/C-2 15 0.1433 6.4551 0.4602 1.8345 0.0262 0.9980
130/D-1 17 0.2395 6.7997 0.4688 1.7815 0.0471 0.9921
130/D-2 17 0.1702 5.2601 0.5208 1.9393 0.0652 0.9859
135/A-1 11 0.0981 10.2170 0.8907 1.7097 0.0523 0.9735
135/A-2 11 0.0863 11.3098 1.4375 2.1974 0.0554 0.9691
135/B-1 11 0.1043 10.6724 0.9986 1.8166 0.0531 0.9745
135/B-2 11 0.0863 11.3098 1.3240 2.0839 0.0554 0.9691
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TABELA-3. AJUSTE DAS CURVAS DE CRESCIMENTO MODELADAS PARA A

LINHAGEM LNF SA-1, CONFORME BARANYI e ROBERTS (1994),

UTILIZANDO O SOFTWARE DMFIT 2.1 EM MOSTOS TRATADOS

TERMICAMENTE (21.5BRIX, pH=6.4) PARA OBTENCAO DOS PARAMETROS

VELOCIDADE ESPECIFICA MAXIMA DE CRESCIMENTO (pmax), TEMPO DE

ADAPTACAO (1), POPULACAO INICIAL (No) E POPULACAO FINAL (Nfina)-

Experimento/Parametro Inamero de pontos | HMax (h™) A (h) No Niinal-Log10(DOfinaliDOinicial) | érro do ajuste R
125/A-1 18 0.4253 4.4623 0.4195 2.5429 0.0743 0.9881
125/A-2 18 0.4138 5.6766 1.2279 3.3659 0.0544 0.9939
125/B-1 18 0.4071 4.0457 0.4123 2.5173 0.0753 0.9878
125/B-2 19 0.4288 5.6926 1.2060 3.3402 0.0588 0.9934
130/A-1 13 0.4242 3.2295 0.2985 2.7513 0.1155 0.9766
130/A-2 13 0.4998 2.8943 0.1724 2.7162 0.1023 0.9799
130/B-1 16 0.4067 2.3088 0.1778 2.7901 0.0584 0.9937
130/B-2 17 0.4344 3.9655 0.6912 3.2214 0.1276 0.9790
130/C-1 15 0.2250 4.0757 0.4311 1.8531 0.0588 0.9874
130/C-2 15 0.2664 4.6714 0.3667 1.7209 0.0347 0.9955
130/D-1 16 0.3383 5.3162 0.3929 1.7492 0.0467 0.9919
130/D-2 17 0.2796 5.2545 0.3658 1.6882 0.0361 0.9947
135/A-1 11 0.1446 11.5121 0.3663 1.1596 0.0360 0.9888
135/A-2 11 0.2466 10.7199 0.4892 1.3877 0.0194 0.9969
135/B-1 11 0.2101 11.7762 0.3721 1.1627 0.0502 0.9790
135/B-2 11 0.1519 10.6766 0.4894 1.3857 0.0136 0.9985
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TABELA-4. T-TESTE PARA AVALIACAO DE DIFERENGAS SIGNIFICATIVAS A

P < 0.05 DOS RESULTADOS MEDIOS*** DE VELOCIDADE ESPECIFICA

MAXIMA DE CRESCIMENTO (pmax), POPULACAO FINAL (Nfina)) E TEMPOS DE

ADAPTACAO (1) e OBTIDOS PARA A LINHAGEM DE LEVEDURA LNF BG-1

EM MOSTOS TRATADOS TERMICAMENTE (BRIX 21.5% E PH= 6.4),

UTILIZANDO O PROGRAMA STATISTICA®.

Identificacio do Wmax (B7)* Nfinal-L0g10(DOfina’ DOinicial)s0onm™ A ()=
experimento**
125/A/B 0.5659° 2.5088" 6.6541"
(0.0844) (0.0349) (0.3378)
130/A/B 0.3582° 2.4594*¢ 5.9580°
(0.0404) (0.3436) (0.1842)
130/C/D 0.1701°¢ 1.8364° 5.9158*"
(0.0494) (0.0724) (0.8349)
135/A/B 0.0938° 1.9519¢° 10.8773¢
(0.0089) (0.2270) (0.5329)

*Letras diferentes indicam diferenca significativa a p < 0.05.

++ A identificagcdo dos experimentos reflete a média de cada binémio de
tempo e temperatura dos tratamentos térmicos dos mostos utilizados com
suas repeticoes.

*** Média de 4 valores. Desvio padrao entre paréntesis.
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902

903

904

905

906

907

908

909

910

911
912

913

914
915
916

917
918

919
920
921

922
923
924
925
926
927
928
929
930

TABELA-5. T-TESTE PARA AVALIACAO DE DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS A
P < 0.05 DOS RESULTADOS MEDIOS*** DE VELOCIDADE ESPECIFICA
MAXIMA DE CRESCIMENTO (umax), POPULAGAO FINAL (Nsina) E DE TEMPOS
DE ADAPTAGAO ( 1) OBTIDOS PARA A LINHAGEM DE LEVEDURA LNF SA-1
EM MOSTOS TRATADOS TERMICAMENTE (BRIX 21.5% E PH= 6.4),

UTILIZANDO O PROGRAMA STATISTICA®.

Identificag¢do do Nfinai=L0g10(DOfina/ DOinicial) 600nm ™

experimento ** Hmax () A (h)*
125/A/B O(’(foll ?(Za 2{(?35146) a 4{(?:9333; '
130/A/B Ot S5 00
130/C/D O{(%()ZZ;; ’ 1(07.057%5 ’ 4(.02.3528245;‘
135/A/B O(’(}(Eg%c 1('(%173(?’3 C ! %0%577(1))2 C

" Letras diferentes indicam diferenca significativa a p < 0.05.

++ A identificagdo dos experimentos reflete a média de cada binémio de
tempo e temperatura dos tratamentos térmicos dos mostos utilizados com
suas repeticoes.

*** Média de 4 valores. Desvio padrao entre paréntesis.
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931
932
933

934

935

936

937

938

939

940

941
942
943

944
945
946
947
948
949

950
951
952
953
954
955
956
957
958
959
960
961
962
963
964
965
966
967

TABELA-6. T-TESTE PARA AVALIACAO DE DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS A
P < 0.05 DOS RESULTADOS DE VELOCIDADE ESPECIFICA MAXIMA DE
CRESCIMENTO (umax) ENTRE AS DUAS LINHAGENS DE LEVEDURAS LNF
SA-1 E LNF BG-1 EM MOSTOS TRATADOS TERMICAMENTE (BRIX 21.5% E

pH= 6.4), UTILIZANDO O PROGRAMA STATISTICA®.

-1
EXPERIMENTOS Mmax b )
LNF SA-1 LNF BG-1 p
125/A/B 0.4187*"  0.5659* 0.0505
130/A/B 0.4413° 0.3582° 0.1120
130/C/D 0.2773°  0.1701°  0.0004
135/A/B 0.1883° 0.0938"  0.0330

" Letras diferentes indicam diferenca significativa a p < 0.05.

#+ A jdentificacdo dos experimentos reflete a média de cada
binbmio de tempo e temperatura dos tratamentos térmicos dos mostos
utilizados com suas repeticoes.

184



968
969

970

971

972

973

974

975

976

977
978

979

980
981
982

983
984
985

986

987

988

989

990

991

TABELA -7. T-TESTE PARA AVALIACAO DE DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS A
P < 0.05 DOS RESULTADOS DE TEMPOS DE ADAPTAGAO (A) ENTRE AS
DUAS LINHAGENS DE LEVEDURAS LNF SA-1 E LNF BG-1 EM MOSTOS

TRATADOS TERMICAMENTE (BRIX 21.5% E pH= 6.4), UTILIZANDO O

PROGRAMA STATISTICA®.
EXPERIMENTOS Ach)
LNFSA-1 LNEBG-1  p
125/A/B 49693*"  6.6541°  0.0082
130/A/B 3.0995°  5.9580¢ 0.0022
130/C/D 48295° 59158  0.0681
135/A/B 11.1712° 1087737  0.6142

" Letras diferentes indicam diferenca significativa a p < 0.05.

# A jdentificacdo dos experimentos reflete a média de cada
binbmio de tempo e temperatura dos tratamentos térmicos dos mostos
utilizados com suas repeticoes.
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992

993

994

995

996

997

998

999

1000

1001

1002

1003

1004

1005

1006

1007

1008

1009

1010

1011

1012

1013

1014

1015

TABELA 8. VALORES MEDIOS DE RENDIMENTO DA FERMENTAGAO POR

SUBPRODUTOS E DAS CONSTANTES UTILIZADAS NO SEU CALCULO

( EQ.7), RENDIMENTO DE GAY-LUSSAC E BALANCO DE CARBONO

OBTIDOS NOS TESTES DE FERMENTABILIDADE COM AS LINHAGENS DE

LEVEDURA DE USO INDUSTRIAL NA PRODUGAO DE BIOETANOL LNF SA-1

E LNF BG-1, UTILIZANDO OS MOSTOS TRATADOS TERMICAMENTE.

(VALORES REPORTADOS REPRESENTAM MEDIA ARITMETICA DE 6

ENSAIOS. ENTRE PARENTESES DESVIO PADRAO DOS VALORES MEDIOS).

Kevedura Kaicerol Kart Kicido Rsp RaL Balango de C
Processo Térmico J Linhagem de levedura g/g 9/g g/g g/g % % %

0.08 0.06 0.01 0.00 87.56 85.49 95.64

LNF SA-1 (0.007) (0.001) (0.002) (0.000) (0.599) (0.238) (0.010)

0.07 0.06 0.01 0.00 88.57 85.30 94.83

125/A/B/ LNF BG-1 (0.009) (0.004) (0.000) (0.000) (0.950) (0.409) (0.006)
0.06 0.06 0.02 0.00 88.85 85.84 93.95

LNF SA-1 (0.003) (0.002) (0.004) (0.000) (0.383) (0.668) (0.006)

0.07 0.06 0.02 0.00 88.71 85.95 94.17

130/A/B LNF BG-1 (0.004) (0.001) (0.004) (0.000) (0.456) (0.561) (0.005)
0.06 0.05 0.02 0.00 89.33 86.04 92.74

LNF SA-1 (0.009) (0.002) (0.002) (0.000) (0.776) (0.573) (0.006)

0.06 0.05 0.02 0.00 89.73 86.06 92.60

130/C/D LNF BG-1 (0.011) (0.003) (0.003) (0.000) (0.887) (0.477) (0.007)
0.07 0.05 0.01 0.00 88.75 86.19 94.18

LNF SA-1 (0.009) (0.005) (0.001) (0.000) (1.023) (0.493) (0.005)

0.08 0.06 0.02 0.00 87.60 85.91 95.14

135/A/B LNF BG-1 (0.007) (0.005) (0.002) (0.000) (0.809) (2.555) (0.022)

186



1016

1017
1018

1019

1020

1021

1022

1023

1024

1025

1026

1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043
1044
1045
1046
1047
1048
1049

TABELA-9. PARAMETROS MEDIOS DE PROCESSO OBTIDOS NOS TESTES

DE FERMENTABILIDADE COM AS LINHAGENS DE LEVEDURA DE USO

INDUSTRIAL NA PRODUCAO DE BIOETANOL LNFSA-1 E LNF BG-1,

UTILIZANDO OS MOSTOS TRATADOS TERMICAMENTE. (VALORES

REPORTADOS REPRESENTAM MEDIA ARITMETICA DE 6 ENSAIOS. ENTRE

PARENTESES DESVIO PADRAO DOS VALORES MEDIOS).

Teor alcoolico Teor de fermento final Produtividade] Tempo de fermentagéo

Processo Térmico | Linhagem de levedura %(m/m) Yo(V/V) Y%o(m/m) Yo(V/V) g/gh h
9.77 12.06 0.79 2.39 0.24

LNF SA-1 (0.058) (0.069) (0.069) (0.208) (0.020) 52
9.70 11.97 0.69 2.10 0.28

125/A/B LNF BG-1 (0.050) (0.061) (0.084) (0.256) (0.036) 52
8.43 10.44 0.55 1.68 0.30

LNF SA-1 (0.094) (0.114) (0.027) (0.082) (0.015) 52
8.43 0.62 0.62 1.89 0.27

130/A/B LNF BG-1 (0.230) (0.086) (0.086) (0.261) (0.035) 52
9.08 11.24 0.59 1.78 0.31

LNF SA-1 (0.153) (0.185) (0.089) (0.270) (0.044) 52
9.08 11.23 0.55 1.65 0.34

130/C/D LNF BG-1 (0.156) (0.189) (0.105) (0.319) (0.064) 52
9.95 12.28 0.70 2.1 0.28

LNF SA-1 (0.106) (0.127) (0.081) (0.246) (0.033) 52
9.93 12.25 0.79 2.40 0.24

135/A/B LNF BG-1 (0.290) (0.349) (0.046) (0.139) (0.020) 52
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1079

1080
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1105
1106

FIGURA-1. CURVAS DE CRESCIMENTO DOS EXPERIMENTOS 125/A-1,
125/A-2, 125/B-1, 125/B-2, MODELADAS CONFORME BARANYI e ROBERTS
(1994) UTILIZANDO O SOFTWARE DMFIT 2.1 PARA A LINHAGEM LNF BG-1
EM MOSTOS TRATADOS TERMICAMENTE (21.5BRIX, pH=6.4). DADOS DO

AJUSTE NA TABELA-2.
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1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1155
1156
1157
1158
1159
1160

1161
1162  FIGURA-2. CURVAS DE CRESCIMENTO DOS EXPERIMENTOS 125/A-1,

1163 125/A-2, 125/B-1, 125/B-2 MODELADAS CONFORME BARANYI e ROBERTS
1164 (1994) UTILIZANDO O SOFTWARE DMFIT 2.1 PARA A LINHAGEM LNF SA-1
1165 EM MOSTOS TRATADOS TERMICAMENTE (21.5BRIX, pH=6.4). DADOS DO

1166 AJUSTE NA TABELA-3.
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1235
1236
1237
1238
1239

1240
1241  FIGURA-3. CURVAS DE CRESCIMENTO DOS EXPERIMENTOS 130/C-1,

1242 130/C-2, 130/D-1, 130/D-2 MODELADAS CONFORME BARANYI e ROBERTS
1243 (1994) UTILIZANDO O SOFTWARE DMFIT 2.1 PARA A LINHAGEM LNF BG-1
1244 EM MOSTOS TRATADOS TERMICAMENTE (21.5BRIX, pH=6.4). DADOS DO

1245 AJUSTE NA TABELA-3.
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1304
1305
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1307
1308
1309
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1311
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1313
1314
1315
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1317
1318 FIGURA-4. CURVAS DE CRESCIMENTO DOS EXPERIMENTOS 130/C-1,

1319 130/C-2, 130/D-1, 130/D-2 MODELADAS CONFORME BARANYI e ROBERTS
1320  (1994) UTILIZANDO O SOFTWARE DMFIT 2.1 PARA A LINHAGEM LNF SA-1
1321 EM MOSTOS TRATADOS TERMICAMENTE (21.5BRIX, pH=6.4). DADOS DO

1322 AJUSTE NA TABELA-3.
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FIGURA-5. CURVAS DE CRESCIMENTO DOS EXPERIMENTOS 135/A-1,

135/A-2, 135/B-1, 135/B-2 MODELADAS CONFORME BARANYI e ROBERTS

(1994) UTILIZANDO O SOFTWARE DMFIT 2.1 PARA A LINHAGEM LNF BG-1

EM MOSTOS TRATADOS TERMICAMENTE (21.5BRIX, pH=6.4). DADOS DO

AJUSTE NA TABELA-3.

197



1419
1420
1421
1422
1423
1424
1425
1426
1427
1428
1429
1430
1431
1432 16
1433

1434 41 /‘r/f,,+_~+_ﬁ__=
1435 &

1436 . ’i:;jj,,,;—” e

1437
1438
1439
1440
1441
1442
1443
1444
1445

1446 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1447 0 10 20 30 40 50 60
Tempo, h

135/A-1

| 135/A-2
135/B-1
135/B-2

X 135/B-2
—&— Ajuste 135/A-1
—+— Ajuste 135/A-2
—— Ajuste 135/B-1
Ajuste 135/B-2

SN

Log[(D(t)/D(0)]s00nm

N
\

0.4

A

0.2

1448
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457
1458
1459

198



1460
1461
1462
1463
1464
1465
1466
1467
1468
1469
1470
1471
1472
1473
1474

1475
1476

1477

1478

1479

1480

1481
1482
1483
1484
1485
1486
1487
1488
1489
1490
1491
1492
1493
1494
1495
1496

FIGURA-5. CURVAS DE CRESCIMENTO DOS EXPERIMENTOS 135/A-1,

135/A-2, 135/B-1, 135/B-2 MODELADAS CONFORME BARANYI e ROBERTS

(1994) UTILIZANDO O SOFTWARE DMFIT 2.1 PARA A LINHAGEM LNF SA-1

EM MOSTOS TRATADOS TERMICAMENTE (21.5BRIX, pH=6.4). DADOS DO

AJUSTE NA TABELA-3.
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1553 FIGURA-7. GRAFICO DOS VALORES MEDIOS DAS PRODUCOES

1554 ESPECIFICAS DE BIOMASSA E GLICEROL DO RENDIMENTO POR SB-
1555 PRODUTOS, PARA A LINHAEM LNF SA-1. (VALORES PLOTADOS

1556 REPRESENTAM MEDI ARITIMETICA DE 6 RESULTADOS).
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1632  FIGURA-8. GRAFICO DOS VALORES MEDIOS DAS PRODUCOES

1633 ESPECIFICAS DE BIOMASSA E GLICEROL E DO RENDIMENTO POR SUB-
1634 PRODUTOS, PARA A LINHAGEM LNF BG-1. (VALORES REPRESENTAM

1635 MEDIA ARITMETICA DE 6 RESULTADOS).
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ANEXO 1: Dados experimentais dos testes de fermentabilidade dos dostos

tratatados termicamente utilizando as linhagens LNF BG-1 e LNF SA-1.
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TABELA-1. DADOS EXPERIMENTAIS DOS TESTES DE FERMENTABILIDADE
DA PRIMEIRA REPETICAO DO MOSTO TRATATADO TERMICAMENTE EM
DUPLICATA SEGUNDO O BINOMIO 125C/30s, UTILIZANDO AS LINHAGENS
LNF BG1 E LNF SA1. OS ENSAIOS DE FERMENTABILIDADE FORAM
REALIZADOS EM TRIPLICATA PARA CADA LINHAGEM DE LEVEDURA E
PARA CADA UM DOS TRATAMENTOS TERMICOS QUE FORAM

REALIZADOS EM DUPLICATA.

F125-15A1 |F125-15A2 [F125-15A3 |[F125-1BG1_ |F125-1BG1_ [F125-1BG1
PESO VAZIO 164,61 167,33 163,63 167,84 165,65 165,47
PESC VAZIO + MOSTOD 270,43 273,64 27116 264,30 260,26 264,94
PESO VAZIO + MOSTO + INOCULO 250,34 283,55 281,058 274,20 270,14 274,77
PESO 24h 275,78 278,66 276,34 270,23 266,19 270,29
PESO 3%h 270,95 273.97 271,60 266,27 262,44 265,81
PESO 42h 270,56 273,50 271.20 265,77 262,00 265,33
PESO 45h 270,14 273.04 270.79 265,29 261,58 264.9
PESO 4Th 269,93 272,81 270,59 265,05 261,34 264,65
PESO 52h 269,80 272,67 270,48 264,20 260,50 264,53
massa de vinho fermentado 105,19 105,34 106,63 96,36 94,85 99,06
co? produzido 10,54 10,88 10,59 10.00 9.64 10,24

MASSA SECA NO INOCULO
SAAd SAZ2 SA3 BG 1 BG 2 BG 3
PESO PLACA DE PETRI VAZIA 48,21 54,77 48,13 49,18 5348 50.08
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (0) 58,09 64,66 58,01 58,05 63,33 59,91
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (1) 48,22 54,78 48,14 492 53,51 50,11
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (2) 48.22 54,78 48.14 49.2 53.51 50.11
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (3) 48.22 54,78 48.14 49.2 53.51 50.11
massa seca no_indculo (g) 0.01 0.1 0.1 0.02 0.03 0.03
conc de fermento (g fermento ms/g de indculo) 0.0010 0.0010 0.0010 0.0023 0.0030 0.0031
MASSA SECA VINHO FERMENTADO
PESO TUBO CENTRIFUGA VAZIO 61.91 61.26 61.83 63.18 61,68 6243
PESO TUBO CENTRIGUGA VAZIO + vinho 100,05 100.05 100.09 100.05 100.08 100.04
PESO PLACA DE PETRI VAZIA 55,62 46,57 48.13 46.56 47,72 50.72
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (0) 70.91 63,66 68.23 56.86 5949 61.33
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (1) 55,96 46,91 48.50 46.89 48,06 51.03
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTQ (2) 55,96 46,91 48.47 46.88 48.06 51.03
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTQ (3) 55,95 46,90 48.45 46.78 47,96 50.96
massa de amostra (g) 38.14 38,79 38.26 36.87 35,40 37.56
massa seca final no vinho (g} 0,33 0,33 0,32 0,22 0,24 0,237
conc de fermento (g fermento ms/g de amostra) 0,01 0,01 0,01 0.01 0,01 0.01
INOCULO
X MS (%mim) 01012 [ 01011 [ 01012 [ 02255 | 03046 | 03062
VINHO
ETOH( %em/m) 9.8 9.81 9.85 9.7 9.6 9.75
ARRT (%m/m) 0,14 0.11 0.10 0.14 0.14 0.14
GLICEROL (%m/m}) 0,58 0.59 0.6 0.55 0.52 0.57
X MS (%m/m}) 0,57 0.85 0,84 0,60 0.63 0,63
MOSTO
ART(%m/m) 223 I 225
ART MEDIA {%m/m) 224
CALCULOS

ETOH produzido (g) 10,31 10,33 10,52 9,35 9.1 9.66
ART inicial (g) 23,70 23,81 24,09 21,61 2119 22,28
ART final (g) 0,15 0.12 0,11 0,14 0.13 0,14
ART consumido (g) 23,56 23,70 23,98 2147 21,06 2214
S no vinho (g) 0.9 0.90 0,589 0.57 0.59 0.63
S no indculo (g) 0.01 0.01 0,01 0,02 0.03 0,03
MX produzida (g) 0.90 0.89 0,88 0.55 0.56 0.60
GLICEROL produzido (g) 061 0.62 0,64 0,53 0.49 0.56
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1728
1729

1730

1731

1732

1733

1734

1735

1736
1737
1738
1739
1740
1741
1742
1743
1744
1745
1746
1747
1748
1749
1750
1751
1752
1753
1754
1755
1756
1757
1758
1759
1760
1761
1762
1763
1764
1765
1766
1767

TABELA-2. DADOS EXPERIMENTAIS DOS TESTES DE FERMENTABILIDADE
DA SEGUNDA REPETICAO DO MOSTO TRATATADO TERMICAMENTE EM
DUPLICATA SEGUNDO O BINOMIO 125C/25s, UTILIZANDO AS LINHAGENS
LNF BG1 E LNF SA1. OS ENSAIOS DE FERMENTABILIDADE FORAM
REALIZADOS EM TRIPLICATA PARA CADA LINHAGEM DE LEVEDURA E
PARA CADA UM DOS TRATAMENTOS TERMICOS QUE FORAM

REALIZADOS EM DUPLICATA.

F125-25A1 |F125-25A2 |F125-25A3 [F125-2BG1 |[F125-2BG2 [F125-2BG3
PESQ VAZIO 170.34 163,19 168.45 163.26 165,80 161.02
PESO VAZIO + MOSTO 274,13 267,86 267,81 268,11 268,93 263,34
PESO VAZIO + MOSTO + INOCULO 284,01 27707 277,72 278,02 278,78 273,23
PESO 24h 279,30 273,06 273,01 274,02 274,79 269,23
PESO 3%h 274,56 268,32 268,27 270,54 270,83 265,62
PESO 42h 274,16 267,92 26787 269,43 269,53 264,50
PESO 45h 273,75 267,51 267,46 269,26 269,42 264,41
PESQ 47h 273,55 267,31 267,26 269,19 269.40 264.40
PESQ 52h 273,42 267,18 267,13 267,50 265,70 262,90
massa de vinho fermentado 103.08 103,99 95,68 104,24 102,90 101,88
co2 produzido 10.59 10.59 10,59 10,52 10,08 10,33
MASSA SECA NO INOCULO

S A1 SA2 SA3 BG 1 BG 2 BG 3
PESO PLACA DE PETRI VAZIA 48,21 54,77 48,13 49,18 53.48 50,08
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INQCULD (0} 58,09 64.66 58.01 58.05 63.33 59.91
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INQCULO (1) 48,22 54.78 48,14 49,20 53.51 5011
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULD (2} 48,22 54.78 48.14 49,20 53.51 50,11
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INQCULD (3) 48,22 54.78 48,14 49,20 53.51 50,11
massa de indculo (g) 0.01 0,01 0,01 0,02 0,03 0.03
conc de fermento (g fermento ms/g de indculo) 0,0010 0.0010 0,0010 0,0023 0.0030 0,0031

MASSA SECA NO VINHO FERMENTADO
PESQ TUBOQ CENTRIFUGA VAZIO 61,91 61.26 61.83 62.54 63.24 62.01
PESQ TUBO CENTRIGUGA VAZIO + vinho 100,05 100,05 100.09 100,05 100,04 100,06
PESO PLACA DE PETRI VAZIA 55,62 46,57 48,13 48,55 50,54 55,06
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (0) 70,91 63.66 68,23 76,74 80,95 93,03
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (1) 55,96 46,91 48,50 48.85 50.86 55,38
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (2) 55,96 46,91 48.47 48.85 50,86 55,38
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (3) 55,90 46,86 48.40 48.85 50,82 55,34
massa de amostra (g) 38,14 38,79 38,26 37.51 36,80 38,05
massa seca final (g) 0.28 0.29 0,27 0,30 0.28 0.28
conc de fermento (g fermento ms/g de amostra) 0,0073 0.0075 0,007 0,0080 0.0076 0,0074
INOCULO
KMS (%m/m) 0.1012 0.1011 0.1012 0.2255 0.3046 0.3052
VINHO
ETOH[ %m/m) 9.72 9.73 9,71 9.70 9.72 9.70
ARRT (%m/m) 0.14 0.11 0.10 0.14 0.14 0.14
GLICEROL (%m/m) 0.60 0.61 0.58 0.62 0.59 0.60
K MS (%mim) 0.73 0.75 0.71 0.50 0.76 0.74
MOSTO
ART(%mim) 22,00 | 22,50
ART MEDIA {%m/m) 22 25
CALCULOS

ETOH produzido (g) 10.02 10,12 9.58 10,11 10,00 9.88
ART inicial {g) 23,09 23,29 2211 23,33 22,95 22,77
ART final (g} 0,14 011 0,10 0.15 0,14 0,14
ART consumido (g) 22,95 23,17 22,01 23,18 22,80 22,62
MS no vinho (g) 0.76 0.78 0.70 0.83 0.78 0.75
MS no indculo (g) 0,01 0,01 0,01 0,02 0,03 0.03
WX produzida (g) 0.75 0.77 0.69 0.581 0.75 0.72
GLICEROL produzido (g) 0.62 0.63 0.57 0.65 0.61 0.61
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1767
1768

1769

1770

1771

1772

1773

1774

1775
1776
1777
1778
1779
1780
1781
1782
1783
1784
1785
1786
1787
1788
1789
1790
1791
1792
1793
1794
1795
1796
1797
1798
1799
1800
1801
1802
1803
1804
1805
1806
1807
1808
1809

TABELA-3. DADOS EXPERIMENTAIS DOS TESTES DE FERMENTABILIDADE
DA PRIMEIRA REPETICAO DO MOSTO TRATATADO TERMICAMENTE EM
DUPLICATA SEGUNDO O BINOMIO 130C/9s, UTILIZANDO AS LINHAGENS
LNF BG1 E LNF SA1. OS ENSAIOS DE FERMENTABILIDADE FORAM
REALIZADOS EM TRIPLICATA PARA CADA LINHAGEM DE LEVEDURA E
PARA CADA UM DOS TRATAMENTOS TERMICOS QUE FORAM

REALIZADOS EM DUPLICATA.

F130(9s)-1SA1 [F130(9s)-15A2 |F130(9s)-15A3 |F130(9s)-1BG1 |F130(9s)-1BG2 |F130(9s)-1BG3
PESQO VAZIO 166,50 163,20 165,62 163,50 166,98 171.21
PESC VAZIO + MOSTO 260,63 262,07 261,64 265,66 274,28 275,45
PESO VAZIO + MOSTO + INOCULO 270,51 272,01 271,59 275,51 284,20 288,37
PESQ 52h 262,18 26343 26317 266,64 275,04 279,14
massa de vinho fermentado 95,68 100,23 97.55 103,14 108,06 107,93
co2 produzido 8.33 .58 5.42 5.87 9.16 9.23

MASSA SECA NO INOCULO
SA1 SA2 SA3J BG 1 BG 2 BG 3
PESQO PLACA DE PETRI VAZIA 46.45 49.78 52,32 45.46 47.57 49.83
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (0) 56,27 59,09 62,28 55,38 57,58 59,84
PESQO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (1) 46.46 49.79 52,33 4547 47.58 49.84
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULD (2) 46,46 49,79 52,33 4547 47,58 49,84
PESQO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (3) 46.46 49.79 52,33 45.47 47.58 49.84
massa de indculo (g) 0,01 0,01 0.01 0,01 0,01 0,01
conc de fermento (g fermento ms/g de indculo) 0.0010 0.0011 0.0010 0.0010 0.0010 0.0010
MASSA SECA NO VINHO FERMENTADO
PESQ TUBQ CENTRIFUGA VAZIO 61.74 62,95 61,66 55,46 63,47 62,44
PESO TUBQ CENTRIGUGA VAZIO + vinho 100,03 100,02 100,02 100,03 100,03 100,02
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA 54,14 56,2 54,02 52,28 55,29 57.53
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (0) 90,49 93,39 96,62 103,01 97,15 99,22
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (1) 54,36 56,39 54,23 52,56 55,55 57.79
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (2) 54,36 56,39 54,23 52,56 55,55 57.79
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (3) 54,36 56,39 54,23 52,56 55,55 57.79
massa de amostra (g) 38,29 37,07 38.36 41,57 36,56 37.58
massa seca final (g) 0,22 0,19 0.21 0.28 0,26 0,26
conc de fermento (g fermento ms/g de amostra) 0.0057 0,0051 0.0055 0.0067 0.0071 0.0069
INOCULO
XMS (%am/m) 0.1018 [ 0.1074 [ 0.1004 [ 0.1008 [ 0.0999 [ 0.0999
VINHO
ETOH( %m/m) 8.5 §.44 54 §.72 .56 §.44
ARRT (%m/m) 0.1 0.11 0.18 0.15 0.12 0.12
GLICEROL (%m/m}) 0.45 0.53 0.51 0.51 0.49 0.49
X MS (%m/m) 0.5746 0.5125 0.5474 0.6736 0.7112 0.6919
MOSTO
ART(%m/m) 19.5 [ 201
ART MEDIA {%m/m) 19.8
CALCULOS

ETOH produzido (g) 5,13 5.46 §.19 5.99 9.25 9.1
ART inicial {g) 18,64 19.58 19,01 20,23 21,25 21,23
ART final (g} 0,10 0.11 0.18 0.15 0,13 0.13
ART consumido (g) 18,54 19.47 18,84 20,07 2112 21.10
1S na vinho (g) 0,55 0,51 0.53 0,69 077 0,75
IS no indculo (g) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
MX produzida (g) 0,54 0.50 0.52 0.68 0,76 0.74
GLICEROL produzido (g) 0.46 0.53 0.50 0.53 0,53 0.53
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1809
1810

1811

1812

1813

1814

1815

1816

1817
1818
1819
1820
1821
1822
1823
1824
1825
1826
1827
1828
1829
1830
1831
1832
1833
1834
1835
1836
1837
1838
1839
1840
1841
1842
1843
1844
1845
1846
1847
1848
1849
1850
1851
1852

TABELA-4. DADOS EXPERIMENTAIS DOS TESTES DE FERMENTABILIDADE

DA SEGUNDA REPETICAO DO MOSTO TRATATADO TERMICAMENTE EM

DUPLICATA SEGUNDO O BINOMIO 130C/9s, UTILIZANDO AS LINHAGENS

LNF BG1 E LNF SAf1.

OS ENSAIOS DE FERMENTABILIDADE FORAM

REALIZADOS EM TRIPLICATA PARA CADA LINHAGEM DE LEVEDURA E

PARA CADA UM DOS TRATAMENTOS TERMICOS QUE FORAM

REALIZADOS EM DUPLICATA.

F130(9s)-2SA1 |F130{9s)-25A2 [F130(9s)-2SA3 |F130(9s)-2BG1 |F130(9s)-2BG2 |F130(9s)-2BG3
PESO VAZIO 167,58 164,69 171,27 164,55 163,36 163,43
PESC VAZIO + MOSTO 263,23 268,36 268.79 258.98 264,62 257,04
PESC VAZIO + MOSTO + INOCULC 273,15 278.30 278.85 268.96 274,53 267.01
PESQC 52h 264,95 269.40 270,50 260.77 265,83 259,00
massa de vinho fermentado 97.37 104,71 99.23 96,22 102.47 95,87
co2 produzido 8,20 8,90 8,35 8,19 8,70 8,01
MASSA SECA NO INOCULO

S A1 SAZ SA3 BG 1 BG 2 BG 3
PESO PLACA DE PETRI VAZIA 51,18 42 57 47,82 51,39 4575 52,32
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (0) 61,24 52.57 57.80 61,31 55,66 62,27
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (1) 51,19 42,58 47.83 51,40 45,76 52,33
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULQ (2) 51,19 42,58 47,83 51,40 45,76 52,33
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (3) 51,19 42,58 47.83 51,40 45,76 52,33
massa de indculo (g) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
conc de fermento (g fermento ms/g de indculo) 0,0010 0,0010 0.,0010 0.0010 0.0010 0.0010

MASSA SECA NO VINHO FERMENTADO
PESO TUBO CENTRIFUGA VAZID 5943 62 58 62,67 63,40 64,16 61,73
PESC TUBO CENTRIGUGA VAZIO + vinho 100.03 100.01 100,01 100.03 100,01 100,01
PESC PLACA DE PETRI VAZIA 57,03 46,54 49.48 47,55 52,75 46,31
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (0} 91,23 80,10 82,77 47,75 52,97 46,50
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (1) 57,25 46,75 49,70 47,75 52,97 46,50
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (2) 57,25 46,75 49,70 47,75 52,97 46,50
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTQ (3) 87.25 46,75 49,70 47,75 52,97 46,50
massa de amostra (g) 40,60 3743 37,34 36,63 35,85 38,28
massa seca final (g) 0,22 0.1 0.22 0.20 0,22 0,18
conc de fermento (g fermento ms/g de amostra) 0.0054 0.0056 0.,0059 0.0055 0.0061 0.0050
INOCULO
X MS (%mim) 0,0994 01000 | 01002 [ 01008 [ 0,009 01005
VINHO
ETOH{ %m/m) 8.3 8.4 8.35 8.2 8.35 8.2
ARRT (%m/m} 0,11 0,12 0,18 0,18 012 0,15
GLICEROL (%m/m) 0.48 0.5 0.49 0.5 0.48 0.47
XMS (%emim) 0.5419 0.5610 0.5892 0.5460 0.6137 0.4963
MQSTO
ART(%m/m) 19,20 [ 19,50
ART MEDIA (%m/m}) 19.35
CALCULOS

ETOH produzido (g) 8.08 8.80 8.29 7.89 B8.56 7.84
ART inicial (g} 18,51 20,06 18,87 18,27 19,59 18,11
ART final (g} 0.11 0.13 0.18 0.17 0.12 0.14
ART consumido (g) 18.40 19.93 18.69 18.10 19.47 17.97
MS no vinho (g) 0.53 0.59 0.58 0.53 0.63 0.47
MS no indculo (g) 0.01 0,01 0.01 0.01 0.01 0,01
MX produzida {g) 0.52 0.58 0.57 0.52 0.62 0.46
GLICEROL produzido (g) 0.47 0.52 0.49 0.48 0.49 0.45
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1852
1853

1854

1855

1856

1857

1858

1859

1860
1861
1862
1863
1864
1865
1866
1867
1868
1869
1870
1871
1872
1873
1874
1875
1876
1877
1878
1879
1880
1881
1882
1883
1884
1885
1886
1887
1888
1889
1890
1891
1892
1893
1894
1895

TABELA-5. DADOS EXPERIMENTAIS DOS TESTES DE FERMENTABILIDADE

DA PRIMEIRA REPETICAO DO MOSTO TRATATADO TERMICAMENTE EM

DUPLICATA SEGUNDO O BINOMIO 130C/30s, UTILIZANDO AS LINHAGENS

LNF BG1 E LNF SAf1.

OS ENSAIOS DE FERMENTABILIDADE FORAM

REALIZADOS EM TRIPLICATA PARA CADA LINHAGEM DE LEVEDURA E

PARA CADA UM DOS TRATAMENTOS TERMICOS QUE FORAM

REALIZADOS EM DUPLICATA.

F130{30s)-15A1 |F130{30s)-1SA2 |F130{30s)-1SA3 |F130{30s)-1BG1 |F130(30s)-1BG1 |F130{30s)-1BG1
PESO VAZIO (g) 165,63 168,90 161,10 163,62 167.78 162,55
PESO VAZIO + MOSTO (g) 264,36 269,91 26543 263.68 267.95 27215
PESO VAZIO + MOSTO + INOCULO (g} 274,13 279,68 27514 273.46 277,77 282,00
PESO 52h (g) 265,13 270,55 265,63 264,31 268,59 271.97
massa de vinho fermentado (g) 99,50 101,65 104,53 100,69 100,81 109,42
C02 produzido (g) 9.00 9.13 9.51 9.15 9.18 10,03
MASSA SECA DO INOCULO MASSA SECA DO INOCULO
S A1 SA2 SA3J BG 1 BG 2 BG 3
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA (g) 47,68 55,71 48,79 47,36 50,27 40,56
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (0) (g} 57,38 6545 58,53 57,13 60 50,29
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (1) (g} 47,69 5572 48.8 47,37 50,28 40,57
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (2) (g} 47,69 55.72 48.8 47,37 50.28 40.57
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (3) (g} 47,69 55,72 48.8 47,37 50,28 40,57
massa de indculo (g) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
conc de fermento (g fermento ms/g de indculo) 0,00103 0,00103 0,00103 0,00102 0,00103 0,00103
MASSA SECA FINAL
PESO TUBO CENTRIFUGA VAZIO (g) 61,66 61.66 62,95 63,28 63,21 87,71
PESO TUBO CENTRIGUGA VAZIO + vinho (g) 101,21 101,19 101,23 101,21 101,21 101,22
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA (g) 53,31 47,37 56,79 39,09 454 56,98
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTQ (0) (g) 93,99 91.61 97.75 35,29 91,65 114,04
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTQ (1) g) 53,58 47,62 57,05 39,33 48,65 57.25
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTQ (2) (g} 53,58 47,62 57,05 39,33 48,65 57.25
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTQ (3) (g} 53,58 47,62 57,05 39,33 48,65 57,25
massa de amostra (g) 39,55 39,53 38.28 37.93 38 43.51
massa seca final (g) 0,27 0,25 0,26 0.24 0,25 0,27
conc de fermento (g fermento ms/g de amostra) 0.00683 0.00632 0.00679 0,00633 0,00658 0.00621
INOCULO
K MS (%m/m) 0.103 [ 0.103 0.103 [ 0.102 0.103 0.103
VINHO
ETOH( %m/m) 9.2 9.2 9.25 9.15 9.22 9.25
ARRT (%m/m) 0,12 0.16 0.15 0.16 0.14 0.16
GLICEROL (%m/m) 0.46 0.46 0.44 0.46 0.45 0.42
X MS (%m/m) 0.68 0.63 0.68 0.63 0.66 0.62
MOSTO
ART{%m/m) 21.26 [ 20,93
ART MEDIA (%m/m) 21.10
CALCULOS
ETOH produzido (g) 9.15 9.38 9.67 9.21 9.29 10,12
ART inicial (g) 20,83 21,31 22,01 21,1 2113 23,12
ART final (g) 0,12 0.16 0.16 0.16 0.14 0.18
ART consumido (g) 20,71 2115 21.85 20,95 20,99 2295
MS no vinho (g) 0.68 0.54 0.7 0.54 0.66 0.68
MS no indculo (g) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
M produzida (g) 0.67 0.63 0.70 0.63 0.65 0,67
GLICEROL produzido (g} 0.46 0.47 0.46 0.46 0.45 0.46
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1895
1896

1897

1898

1899

1900

1901

1902

1903
1904
1905
1906
1907
1908
1909
1910
1911
1912
1913
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1915
1916
1917
1918
1919
1920
1921
1922
1923
1924
1925
1926
1927
1928
1929
1930
1931
1932
1933
1934
1935
1936
1937

TABELA-6. DADOS EXPERIMENTAIS DOS TESTES DE FERMENTABILIDADE
DA SEGUNDA REPETICAO DO MOSTO TRATATADO TERMICAMENTE EM
DUPLICATA SEGUNDO O BINOMIO 130C/30s, UTILIZANDO AS LINHAGENS
LNF BG1 E LNF SA1. OS ENSAIOS DE FERMENTABILIDADE FORAM
REALIZADOS EM TRIPLICATA PARA CADA LINHAGEM DE LEVEDURA E
PARA CADA UM DOS TRATAMENTOS TERMICOS QUE FORAM

REALIZADOS EM DUPLICATA.

F130(30s)-25A1 [F130(30s)-25A2 |F130(30s)-25A3 |F130(30s)-2BG1 |F130(30s)-2BG2 |F130(30s)-2BG3
PESC VAZIO (g) 164,81 165,84 169.23 166,14 166,71 164.20
PESC WAZIO + MOSTO (g) 269.91 2618 276,32 271,44 263,45 267,51
PESC WAZIO + MOSTO + INOCULD (g) 2795 2714 285,92 281,13 273,06 277,12
PESOC £2h (g) 269,82 262,85 276,27 271,61 264,44 267,78
massa de vinho fermentado (g) 105,01 97.01 107.04 105.47 97.73 103.58
CO2 produzido (g) 9.68 8.55 9,65 9,52 8.62 9,34
MASSA SECA DO INOCULO
SA1 SAZ SA3 BG 1 BG 2 BG 3
PESC PLACA DE PETRI VAZIA (g) 50,51 47 45 48,98 52,78 46,51 50,57
PESQO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (0) (g) 60.09 57,02 58,52 62.4 56.09 60,17
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (1) (g) 50,52 47 46 48,99 52,79 46,52 50,58
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (2) (g) 50,52 47 .46 48,99 5279 46,51 50,58
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (3) (g) 50,52 47 46 48,99 52,79 46,52 50,58
massa de indculo (g) 0,0100 0.0100 0.0100 0.0100 0.0100 0.0100
conc de fermento (g fermento ms/g de indculo) 0.0010 0.0010 0.0010 0.0010 0.0010 0.0010
MASSA SECA FINAL
PESC TUBO CENTRIFUGA VAZIO (g) 62,51 62,79 61,34 62 62,93 62,1
PESC TUBO CENTRIGUGA VAZIO + vinho (g) 1025 1025 102,51 102.5 102,77 102,78
PESC PLACA DE PETRI VAZIA (g) 47,69 47,32 56,67 55,52 45,49 49,07
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (0) (g) 100.08 92,67 112.05 112.34 100.82 104,66
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (1) g) 47,89 47,51 56,9 55,72 45,65 49,26
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (2) (g) 47,89 47,81 56,9 56,72 45,65 49,26
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (3) (g) 47,89 47,51 56,9 55,72 45,65 49,26
massa de amostra (g) 39.99 397 A7 40.5 39.84 40,68
massa seca final (g) 0.2000 0.1900 0.2300 0.2000 0.1600 0.1900
conc de fermento (g fermento ms/g de amostra) 0,0050 0.0048 0.0056 0.0049 0.0040 0.0047
INOCULO
XS (%m/m) 01044 ] 0.1045 I 0.1048 [ 0.1040 [ 0.1044 [ 0.1042
VINHO
ETOH{ %m/m) 9.01 8.68 8.96 9 8.64 9.01
ARRT (%m/m) 0.13 0.13 0,16 0,12 0,19 0,18
GLICEROL (%m/m}) 0.49 0.46 0.44 0.46 0.47 0.46
X MS (%omim) 0.50 0.48 0.56 0.49 0.40 047
MOSTO
ART(%m/m) 21,37 [ 20.00
ART MEDIA (%m/m) 20,69
CALCULOS
ETOH produzido (g) 9.46 8.61 9.59 9.49 8.64 9.33
ART inicial (g) 21,74 19,85 2215 21,78 2001 21,37
ART final (g) 0.14 0.13 017 0.13 0.19 0.19
ART consumido (g) 21,60 19,72 21,98 21,65 19,82 2118
MS no vinho (g) 0,53 0.46 0,60 0,52 0,39 0,48
MS no indculo (g) 0,01 0,01 0,01 0.01 0.01 0,01
MX produzida (g) 0,52 0.45 0,59 0,51 0,38 047
GLICEROL produzido (g) 051 0.45 0.47 0.49 0.46 0.48
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TABELA-7. DADOS EXPERIMENTAIS DOS TESTES DE FERMENTABILIDADE
DA PRIMEIRA REPETICAO DO MOSTO TRATATADO TERMICAMENTE EM
DUPLICATA SEGUNDO O BINOMIO 135C/3.8s, UTILIZANDO AS LINHAGENS
LNF BG1 E LNF SA1. OS ENSAIOS DE FERMENTABILIDADE FORAM
REALIZADOS EM TRIPLICATA PARA CADA LINHAGEM DE LEVEDURA E
PARA CADA UM DOS TRATAMENTOS TERMICOS QUE FORAM

REALIZADOS EM DUPLICATA.

F135-15A1  [F135-1SA2 |F135-15A3 |F135-1BG1  [F135-1BG1 |F135-1BG1
PESO VAZIO (g) 161,70 154 92 163,77 167,67 168,73 165,92
PESO VAZIO + MOSTO (g) 270,03 259,30 269,29 268,43 275,77 272,46
PESO VAZIO + MOSTO + INOCULQ (g) 279,78 269,01 279,04 278,20 285,89 282,87
PESO 52h (g) 268,67 268,42 268,42 267,79 274,67 271,45
massa de vinho fermentado (g) 106,97 103,50 104,65 100,12 105,94 105,53
CO2 produzido (g) 1.1 10,59 10,62 10,41 11,22 11.42

MASSA SECA DO INOCULO
SA1 SA2 SA3 BG1 BG 2 BG 3
PESO PLACA DE PETRI VAZIA (g) 41,03 56,77 43,28 49,68 49,07 49.21
PESQO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (0) (g) 50,75 66.51 53.07 5947 58.87 58.93
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (1) {g) 41,04 56,78 43,29 49,69 49,08 49,22
PESQO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (2) (g) 41.04 56.78 43,29 49,69 49,08 4922
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (3) (g) 41,04 56,78 43,29 49,69 49,08 4922
massa de indcule (g) 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100
conc de fermento (g fermento ms/g de indculo) 0.0010 0.0010 0.0010 0.0010 0.0010 0.0010
MASSA SECA FINAL
PESO TUBO CENTRIFUGA VAZIO (g) 61.94 61.63 62.24 62.94 61.54 62.15
PESO TUBO CENTRIGUGA WAZIO + vinho (g) 100,00 99,99 99.99 100,08 100,06 99,98
PESO PLACA DE PETRI VAZIA (g) 50.33 47,77 63.37 56.96 54,67 56.39
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (0) (g) 93.70 80,16 100,02 105,89 100,97 97.49
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (1) g) 80,57 438,01 63.62 57.24 54,96 56,68
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (2) (g) 50,57 48,01 63.62 57.24 54.96 56.68
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (3) (g) 50,57 48,01 63,62 57,24 54,96 56,68
massa de amostra (g) 38,06 38,36 3775 37,14 38,562 37.83
massa seca final (g} 0,24 0,24 0.25 0.28 0.29 0.29
conc de fermento (g fermento ms/g de amostra) 0,0063 0,0063 0,0066 0,0075 0,0075 0,0077
INOCULO
X M3 (%am/m) 01029 | 01027 [ 04021 | 04021 [ 01020 | 01029
VINHO
ETOH( %m/m) 10,06 10,1 9,93 10,01 10,04 10,05
ARRT (%m/m) 0.13 0.14 0,12 0,13 0,15 0,17
GLICEROL (%m/m) 0.5 0.5 0,49 0,54 0,55 0,53
X MS (Fam/m) 0.63 0.63 0,66 0,75 0,75 0,77
MOSTO
ART{%m/m) 225 | 22,85
ART MEDIA (%om/m) 22 68
CALCULOS

ETOH preduzido (g) 10,76 10,45 10,39 10,02 10.64 10,61
ART inicial (g) 24,56 23,67 23.93 22,86 2427 24,16
ART final (g) 0,14 0,14 0,13 0,13 0,16 0,18
ART consumido (g) 24 42 2352 23,80 22,73 241 23,98
MS na vinho (g) 0,67 0,65 0,69 0,75 0,80 0,81
MS no indcule (g) 0,01 0.01 0,01 0,01 0,01 0.0
WX produzida (g) 0,66 0,64 0.68 0.74 0.79 0.80
GLICEROL produzido (g) 0,53 0,52 0,51 0,54 0,58 0,56
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TABELA-8. DADOS EXPERIMENTAIS DOS TESTES DE FERMENTABILIDADE
DA SEGUNDA REPETICAO DO MOSTO TRATATADO TERMICAMENTE EM
DUPLICATA SEGUNDO O BINOMIO 135C/3.8s, UTILIZANDO AS LINHAGENS
LNF BG1 E LNF SA1. OS ENSAIOS DE FERMENTABILIDADE FORAM
REALIZADOS EM TRIPLICATA PARA CADA LINHAGEM DE LEVEDURA E
PARA CADA UM DOS TRATAMENTOS TERMICOS QUE FORAM

REALIZADOS EM DUPLICATA.

F135-25A1 |F135-25A2 |F135-2SA3 |F135-2BG1  |[F135-2BG2  |[F135-2BG3
PESQ VAZIO (g) 161.81 168.49 168.40 168.03 168.31 164.95
PESO VAZIO + MOSTO (g) 269,56 268,19 2MA7 272,08 278,63 279.47
PESQO VAZID + MOSTO + INOCULQ (g) 279.51 278,12 281,14 282,04 288.57 289.41
PESO 52h (g) 268,77 268,27 271,00 271.80 277,69 278.40
massa de vinho fermentado (g) 106,96 99,78 102,60 103,77 109,38 113,45
C02 produzido (g) 10.74 9.85 10.14 10.24 10.88 11.01
MASSA SECA DO INOCULO

SA1 SA2 SA3 BG 1 BG 2 BG3
PESO PLACA DE PETRI VAZIA (q) 47,84 47.36 47,66 57.76 473 52,95
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (0) (g) 57,71 57,32 57,57 67,69 57.18 62,82
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (1) (g) 47.85 47,37 4767 57,77 4731 52.96
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULO (2) (g) 47,85 47,37 47,67 5777 4731 52,96
PESO PLACA DE PETRI VAZIA + INOCULQ (3) (g) 47,85 47,37 4767 BY.77 47,31 52,96
massa de indculo (g) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
conc de fermento (g fermento ms/g de indculo) 0,0010 0,0010 0,0010 0,0010 0,0010 0,0010

MASSA SECA FINAL
PESC TUBO CENTRIFUGA VAZIO (g) 61.57 62,15 62,06 62,80 61,70 62,95
PESQ TUBO CENTRIGUGA VAZIO + vinho (g) 100,00 99,99 99.99 100.00 100.02 100,00
PESO PLACA DE PETRI VAZIA (q) 56.96 51.86 46.41 50,10 49.07 51.73
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO {0) (g) 120,32 112,60 112,36 104,71 111,67 111,22
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (1) g) 57.23 52,18 46.68 50.39 49.40 52,05
PESC PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO {2) (g) 57.23 52,18 46,68 50,39 49,40 52,05
PESQ PLACA DE PETRI VAZIA + FERMENTO (3) (g) 57.23 52,18 46,68 50,39 49.40 52,04
massa de amostra (g} 38.43 37.84 37.93 37.20 38,32 37.05
massa seca final (g} 0,27 0,32 0,27 0,29 0,33 0,31
conc de fermento (g fermento ms/g de amostra) 0,0070 0,0085 0,0071 0,0078 0,0086 0,0084
INOCULO
X MS (%m/m) 010 [ o1 [ o010 ] o010 [ o010 [ 010
VINHO
ETOHI( %m/m) 9.91 9.83 9.88 10,27 9.75 9.44
ARRT (Yam/m) 0.13 0.14 0.15 0.16 0.14 017
GLICEROL {%m/m) 0.58 0.59 0.58 0.62 0.6 0.62
K MS (Yem/m) 0.70 0.85 0.7 0.78 0.86 0.84
MOSTO
ART(%m/m) 223 | 227
ART MEDIA (%om/m) 225
CALCULOS

ETOH produzido (g) 10.60 9.81 10.14 10.66 10.66 10.71
ART inicial (g) 24,24 2243 23,12 2341 24 82 25,77
ART final (g) 0.14 0.14 0.15 017 0.15 0.19
ART consumido (g) 24,10 2229 2297 23,25 24 67 25,57
MS na vinho {g) 0.75 0.84 0.73 0,581 0.94 0.95
MS no indcule (g) 0,01 0,01 0.0 0,01 0,01 0.01
MX produzida (g) 0.74 0.83 0.72 0.80 0.93 0.94
GLICEROL produzido (g} 0.62 0.59 0.60 0,64 0,66 0.70
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ANEXO 2: Banco de dados Controle Mutuo utilizado no ambito das Usinas

associadas ao Centro de Tecnologia Canavieira com dados da safra de 2005
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2050 TABELA-1. DADOS DE PROCESSO DE PRODUCAO DE ALCOOL DE ATE 64
2051  UNIDADES PRODUTORAS, SAFRA 2005, CENTRO DE TECNOLOGIA

2052 CANAVIEIRA.

2053 ‘
Processo Alcool
2054 i
k Acido Média
2055
2056 Abril Maio Junho Julho | Agosto |Setembro| Qutubro |Novembro|Dezembro| Média
Média 0,0133 0,0156 0,0175 0,0183 0,0157 0,0216 0,0257 0,0208 0,0247 0,0193
2057 Minimo 0,023 0,007 0,021 0,039 -0,03 0,03 -0,024 -0,024 0,003 -0,0053
Maximo 0,0463 0,0968 0,1398 0,0654 | 0,0825 0,1308 0,143 0,0941 0,058 0,0795
2058 Desvio Padrao| 0,0143 0,0215 0,0317 0,0219 0,0224 | 0,0264 | 0,0338 0,0221 0,0204 0,0194
Usinas 27 3 38 38 38 38 38 34 12 39
2059
2060 k Glicerol Média
2061 Abril Maio Junho Julho Agosto [Setembro| Outubro | Novembro|Dezembro| Média
2062 Média 0,0579 0,0607 0,0602 0,0605 0,0576 0,0588 0,0592 0,064 0,0503 0,0596
Minimo 0,021 0,02 0,033 0,038 0,036 0,038 0,024 0,0416 0,01 0,0409
2063 Maximo 0,1516 0,084 0,0885 0,117 0,078 0,083 0,077 0,11 0,0695 0,0772
2064 Desvio Padrao| 0,0229 0,0127 0,012 0,0152 0,0111 0,0116 0,0114 0,0154 0,0148 0,0092
Usinas 26 35 35 36 37 37 36 H 12 3
2065
2066 k Levedura Média
2067 Abril Maio | Junho | Julho | Agosto |Setembro| Qutubro |[Novembro|Dezembro| Média
2068 Média 0,0385 0,0429 0,041 0,0448 0,0442 0,042 0,0402 0,0419 0,046 0,0428
Minimo 0,0095 0,0146 0,0109 0,008 0,0106 0,0107 0,0107 0,0098 0,024 0,0143
2069 Maximo 0112 | 0,1152 0,11 0,1107 | 01162 [ 0,077 | 0,132 0,1223 0,1255 | 0,1116
2070 Desvio Padrao| 0,0236 0,022 0,0211 0,0219 0,0245 0,0214 | 0,0257 0,0218 0,0312 0,0205
2071 Usinas 27 3 38 38 38 38 38 34 12 39
2072 k ART Média
2073 Abril Maio Junho Julho Agosto [Setembro| Outubro | Novembro|Dezembro| Média
2074 Média 0,0385 0,0344 | 0,0363 0,0328 0,0312 0,0325 0,0353 0,0338 0,053 0,0342
Minimo 0,0012 0,0017 0,0016 0,0006 0,0014 | 0,0043 0,0013 0,0026 0,0024 0,0019
2075 Maximo 0,1327 0,0759 0,106 0,098 0,111 0,095 0,161 0,132 0,3772 0,0844
2076 Desvio Padrao| 0,0317 0,0173 0,0242 0,0202 0,0229 0,0189 0,03 0,0253 0,1003 0,0173
2077 Usinas 26 37 38 38 39 39 37 33 12 39
2078 Teor Fermento no Vinho (%) Média
2079 Abril Maio Junho Julho Agosto [Setembro| Qutubro |Novembro|Dezembro| Meédia
2080 Média 8,84 10,6 10,89 11,08 11,05 10,9 10,4 10,19 9.1 10,66
Minimo 2,68 2,83 6,07 6,78 6,85 6,54 6,2 4,76 5,16 7,59
2081 Maximo 15,1 17,57 19,26 20,77 21,9 20,1 19,03 17,42 15,84 19,22
2082 Desvio Padrao| 2,51 2,51 2,56 2,82 2,78 2,58 2,49 2,58 2,37 2,35
2083 Usinas 4 60 63 63 63 63 62 54 25 b4
2084 Tempo Fermentacao (h) Média
2085 Abril Maio Junho Julho Agosto [Setembro| OQutubro |Novembro |Dezembro| Média
2086 Média 9,42 8,83 8,74 8,62 8,68 9,27 9,02 8,62 9,15 8,88
2087 Minimo 6 4 4 4 4 4 4 4 6,68 4
Maximo 24,65 18 15 13,22 14,84 21,08 15 14,74 15,34 14,52
2088 Desvio Padrao| 3,39 2,37 2,12 1,94 2,05 2,67 2,39 2,05 2,34 2,01
2089 Usinas 37 52 54 54 55 55 53 46 20 55
2090
2091
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2091
2092 TABELA-2. DADOS DE PROCESSO DE PRODUGAO DE ALCOOL DE ATE 63

2093 UNIDADES PRODUTORAS, SAFRA 2005, CENTRO DE TECNOLOGIA

2094  CANAVIEIRA.

2095
Processo Alcool
2096 Viabilidade Dorna Morta (%) Média
Abril Maio Junho Julho | Agosto |Setembro| Qutubro [Novembro |Dezembro| Média
2097 Média 91,96 | 81,97 | 81,01 | 8309 | 81,93 | 7946 | 7588 77,15 79,81 80,65
Minimo 51,71 43,5 47,44 40,34 46,18 49,46 40 40 40 40,34
Maximo 99,12 97,85 95,49 96,3 95,49 92,67 95,99 91,06 94,9 94,28
2098 Desvio Padrao 8.6 11,58 10,63 11,75 11,6 10,11 11,98 11,04 14,05 10,88
Usinas 40 56 59 60 59 59 58 49 21 60
2099 Grau Alcodlico do Vinho (%) Média
Abril Maio Junho Julho Agosto |Setembro| Qutubro |Novembro |Dezembro| Média
2100 Média 7,76 8,03 8.25 8,45 8,69 8,66 8.43 8.15 7,36 8,36
Minimo 4,83 4,82 5,31 5,82 5,55 5,98 549 5,65 4,89 5,52
Maximo 10,04 10,75 11,05 1,21 11,51 124 11,68 11,42 11,5 11,11
2101 Desvio Padrao 1,14 1,2 1,11 1,12 1,22 1,19 1,23 1,22 1,42 1,08
Usinas 42 59 62 62 62 62 61 53 23 62
2102 Razéo Infecgdo Dorna (%) Média
Abril Maio Junho Julho Agosto |Setembro| Outubro |Novembro |Dezembro| Média
2103 Média 19,23 18,77 17,2 17,02 29,32 31,26 32,32 36,41 63,97 30,99
Minimo 0,06 0,03 0 0 0,01 0,03 0,04 0,05 0,07 0,05
Maximo 210 172 131,49 125,11 187,02 212,65 184,42 234,46 189,3 151,18
2104 Desvio Padrao| 51,73 Jin 32,92 31,69 4,81 44,82 42,46 46,26 58,7 39,42
Usinas 19 28 30 29 42 44 43 38 14 44
2105 Relagdo Vinhaga/Alcool (I/l) Média
Abril Maio Junho Julho Agosto |Setembro| Outubro |Novembro |Dezembro| Meédia
2106 Média 12,65 12,2 11,9 11,88 11,62 11.4 11,69 11,76 13,25 11,9
Minimo 8,85 7.6 7.4 5,24 7,99 6,64 7.61 7,56 6,95 8.06
Maximo 20,22 16,77 18,81 15,81 17,09 16,47 16 18,75 20,21 17,48
2107 Usinas 39 55 58 60 61 62 60 52 23 63
2108 Teor de Alcool na Vinhaga (%) Média
Abril Maio Junho Julho Agosto |Setembro| Outubro |Novembro |Dezembro| Meédia
Média 0,0489 0,0401 0,0432 0,0357 0,029 0,029 0,0306 0,0297 0,0249 0,0358
2109 Minimo 0,004 | 0,0016 | 0,001 0 0 0 0 0 0 0,0024
Méaximo 0,433 0,4 0,62 0,55 0,29 0,32 0,26 0,27 0,06 0,337
Desvio Padrdo| 0,068 0,0579 0,0867 0,071 0,0476 0,0501 0,0385 0,0438 0,0127 0,0427
2110 Usinas 44 60 64 64 64 64 62 54 2 63
2111 Produtividade Fermentagdo (get/gfh) Média
Abril Maio Junho Julho Agosto |Setembro| Outubro |Novembro |Dezembro| Média
Média 0,29 0,3 0,32 0,31 0,33 0,32 0,35 0,35 0,3 0,32
2112 Minimo 0,11 0,12 0,1 0,09 0,08 0,08 0,11 0,15 0,16 0,1
Maximo 0,49 0,64 0,61 0,63 0,63 0,53 0,59 0,74 0,47 0,63
Desvio Padrdo| 0,09 0,1 0.1 0,09 0,09 0,09 0.1 0,11 0,08 0,08
2113 Usinas 33 49 52 52 53 53 51 43 19 53
2114
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TABELA-3.

DADOS DE EFICIENCIAS E PERDAS SETORIAIS NO

PROCESSAMENTO DA CANA-DE-ACUCAR DE ATE 65 UNIDADES

PRODUTORAS, SAFRA 2005, CENTRO DE TECNOLOGIA CANAVIEIRA.

Eficiéncias e Perdas

Perda Lavagem Cana (%) Média

Abril Maio Junho Julho | Agosto | Setembro| Outubro |Novembro|Dezembro| Média

Média 0,44 0,46 0,45 0,37 0,32 0,28 0,36 0,46 0,72 0,47
Minimo 0 0 0,03 0,02 0 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02
Maximo 3.2 2,32 2,32 1,69 3.63 1,42 211 1,62 2,72 1,77
Desvio Padrao| 0,67 0,64 0,56 0,5 0,69 0,42 0,51 0,43 0,69 0,51
Usinas 29 39 39 36 37 37 38 33 14 4

Perda Extracdo (%) Média

Abril Maio Junho Julho | Agosto | Setembro| Outubro |Novembro|Dezembro| Média

Media 3.83 3,62 3.53 3,595 3.59 3,76 3.99 4,29 4,67 3,713
Minimo 2,58 2,38 24 2,5 2,62 2,77 2,88 3.13 2,02 2,81
Maximo 8,28 6,76 6,41 5,86 6,25 7,59 8,71 8,66 8,79 7,05
Desvio Padrao| 1.17 1,03 0,86 0,79 0,83 0,92 0,99 1,06 1,72 0,85
Usinas 45 62 65 65 65 65 64 55 25 65

Perda na Torta (%) Média

Abril Maio Junho Julhe | Agosto | Setembro| Qutubro |Novembro|Dezembro| Meédia

Meédia 0,54 0,53 0,54 0,51 0,48 0,53 0,59 0,64 0,71 0,54
Minimo 0,08 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,02 0,06 0,07 0,06
Maximo 1,04 1,29 1,37 1,15 1,14 1.47 1,61 1,78 2,75 1,04
Desvio Padrao 0,2 0,23 0,23 0,23 0,22 0,27 0,3 0,35 0,59 0,22
Usinas Lyl 56 60 62 62 63 62 54 25 63

Perda na Fermentagdo (%) Média

Abril Maio Junho Julho Agosto | Setembro| Outubro |Novembro|Dezembro| Meédia

Média 5,52 517 4,9 519 4,95 4,94 5,27 531 7,98 517
Minimo 1,95 2,23 1,92 1.7 1.3 1.44 1,52 1,82 2,98 1,98

Maximo 16,87 18,6 19,76 19,25 16,9 16,29 16,29 14,18 15,8 16,45
Desvio Padrao| 3.08 3,65 3,25 3,36 3.21 2,76 3.04 2,76 3,14 2,95
Usinas 40 59 62 62 62 63 61 50 21 63

Perda na Destilagdo (devido a vinhaga) (%) Média

Abril Maio Junho Julho Agosto | Setembro| Outubro |Novembro|Dezembro| Média

Media 0,22 0,2 0,19 0,16 0,14 0,14 0,21 0,21 0,22 0,18
Minimo 0,03 0,01 0 0,01 0 0,01 0,01 0,02 0,04 0,01
Maximo 0,78 1,93 3,07 0,98 0,99 0,89 2,66 2,87 1,05 1,07
Desvio Padrao| 0,16 0,29 0,41 0,16 0,15 0,14 0,35 0,43 0,21 0,19
Usinas 37 54 57 58 60 61 59 50 20 63

Perdas Indeterminadas (%) Média

Abril Maio Junho Julho | Agosto | Setembro| Outubro |Novembro|Dezembro| Média

Média 5,08 3.84 3,22 3.3 3.07 4,08 4,28 4,57 8,01 4,05
Minimo 2,16 547 4,96 4,92 -5,95 2.7 -5,35 5,7 1.9 -3.87

Maximo 18,07 17,94 12,68 11,35 11,9 17,27 14,66 13,97 18,11 12,54
Desvio Padrao 54 4,34 311 2,94 3,16 3.7 3.88 4,05 7,07 3,01
Usinas 35 54 58 58 58 59 57 46 17 61
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2137
2133 TABELA-4. DADOS DE EFICIENCIAS E PERDAS SETORIAIS NO
2139 PROCESSAMENTO DA CANA-DE-ACUCAR DE ATE 65 UNIDADES

2140 PRODUTORAS, SAFRA 2005, CENTRO DE TECNOLOGIA CANAVIEIRA.

2141 Eficiéncias e Perdas
2142 i —
2143 Extragdo de Pol (%) Média
Abril Maio Junho Julho | Agosto |Setembro| Qutubro |Novembro |Dezembro| Meédia
Média 96,17 96,39 96,48 96,45 96,41 96,24 96,01 95,72 95,33 96,26
2144 Minimo 91,72 93,24 93,59 94,14 93,75 92,41 91,29 91,34 9,21 92,95
Maximo 97,42 97,62 97.6 97,5 97,38 97,23 97,12 96,87 97,98 97,19
Desvio Padrao| 1,19 1,04 0,87 0,79 0,83 0,92 1 1,08 1,72 0,85
2145 Usinas 44 61 64 64 65 65 63 53 25 65
2146 Extragao de Pol (valor digitado) (%) Média
Abril Maio Junho Julho | Agosto |Setembro| Qutubro |Novembro |Dezembro| Meédia
Média 96,21 96,39 96,47 96,44 96,43 96,24 96,04 95,73 95,1 96,27
2147 Minimo 91,87 93,23 93,63 94,2 93,8 92,53 91,47 91,18 90,27 93
Maximo 97 A7 97,61 97,61 97,53 97,37 97, 9717 97,09 97,99 97,23
Desvio Padrao 1.1 1,07 0,87 0,8 0,83 0,92 0,99 1,07 1,74 0,86
2148 Usinas 42 60 63 63 63 63 62 52 23 63
2149 Extragdo Reduzida de Deerr (%) Meédia
Abril Maio Junho Julho | Agosto |Setembro| Qutubro |Novembro |Dezembro| Meédia
Média 96,07 96,29 96,41 96,4 96,41 96,4 96,31 96,11 95,9 96,33
2150 Minimo 92,81 93,1 93,79 94,11 93,64 93,33 92,78 92,57 92,83 93,8
Maximo 97,5 97,6 97,46 97,47 97,25 97,33 97,27 97,34 98,15 97,24
Desvio Padrao| 0,92 0,94 0,83 0,79 0,83 0,87 0,86 1 1,32 0,81
2151 Usinas 44 61 64 64 65 B5 63 53 25 65
Rendimento Fermentativo (valor digitado) (%) Média
2152
Abril Maio Junho Julho | Agosto |Setembro| Qutubro |Novembro |Dezembro| Meédia
Média 89,6 89,73 89,72 89,68 89,67 89,87 89,55 89,95 89,07 89,71
2153 Minimo 65,27 66,25 76,32 78,76 79,05 80,09 78 7 78,44 80,34
Maximo 94,44 94,9 93,79 93,94 93,14 93,27 93,13 98,27 93,25 93,17
Desvio Padrao| 5,87 4,32 3.48 3,16 3.2 2,78 3.16 4,08 3,63 2,79
2154 Usinas 40 58 61 61 60 61 60 49 20 62
Rendimento Fermentativo (calculado por k) (%) Média
2155
Abril Maio Junho Julho | Agosto |Setembro| Qutubro |Novembro |Dezembro| Meédia
Média 90,78 90,44 90,6 90,24 90,58 90,42 90,29 90,19 89,54 90,37
2156 Minimo 80,33 83,44 84,18 83,91 84,76 84,25 78,62 83,12 78,06 83,28
Maximo 93,32 93,61 93,84 93,99 94,4 93,32 93,28 93,61 95,53 93,48
Desvio Padrao| 3,23 2,39 2.4 2,34 2,14 2,33 3.21 2,39 4,74 2,1
2157 Usinas 25 35 35 36 36 36 35 3 12 37
Eficiéncia Industrial (%) Média
2158
Abril Maio Junho Julho | Agosto |Setembro| Qutubro |Novembre |Dezembro| Meédia
Média 85,24 87,21 87,92 87,89 88,23 87,1 86,56 85,29 80,49 87,15
2159 Minimo 67,2 53,05 63,43 71,66 76,06 74,55 74,18 68,48 68 74,03
Maximo 94,91 94,04 93,67 92,32 94,37 93,14 96,62 94,06 98,91 92,36
Desvio Padrao| 6,22 6,62 5,25 3,87 3.61 3.8 4,54 4,91 6,7 3,76
Usinas 42 61 65 65 64 65 63 52 21 65
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CONCLUSOES GERAIS E RECOMENDAGOES
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Conclusoes gerais

Todos os tratamentos térmicos resultaram em preservacao dos acucares do
mosto superior a 98,7% mesmo 0s processos mais drasticos que
resultaram em valor de niyegra-biolégico > 5. Este fato mostrou que, nas
temperaturas escolhidas, as curvas de preservacao da sacarose e dos ART
estdo a distancia segura da curva TDT para destruicdo dos esporos de G.
Stearothermophilus.

Embora a zona de otimizacdo do processo térmico englobe ampla faixa de
temperaturas, na pratica a zona delimitada a partir da temperatura de 120°C
deve ser escolhida por razbes de seguranga quanto a preservacao dos
acucares, porque abaixo dessa temperatura diminui a regido otimizada, ou
seja, diminui a distancia entre os limites inferior e superior da zona de
tratamento otimizada.

Os processos térmicos poderdo ser definidos quanto ao seu objetivo em
termos de numero de reducdes decimais desejada no micro-organismo
alvo, em conjunto com informagdes relativas a concentracdo de esporos
terméfilos no mosto a saida do decantador, a qual parece estar relacionada
com questbes de clima regional e caracteristicas de capacidade de
retencao de agua do solo.

Esta pesquisa mostrou que é possivel otimizar a retencdo de agUcares
durante o tratamento térmico de mostos. Este fato tem grande impacto na
cadeia tecnolégica de producado de bioetanol porque fornece as bases para

o desenvolvimento de um processo livre de antibibticos.
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e Os testes de fermentabilidade adaptados se mostraram simples, mas,
fornecem muitas informagdes adicionais e podem ser uma ferramenta util
na otimizacao classica de mostos tratados termicamente, que neste caso foi
baseada unicamente na destruicdo térmica do micro-organismo alvo e
preservacao dos agucares pelo fato de que o mosto representa uma matriz
complexa de macro e micro nutrientes essenciais que podem ser afetados
pelo tratamento térmico e se tornarem indisponiveis para as leveduras da
fermentacao.

e Rendimento da fermentacdo maximo foi encontrado para as duas
linhagens testadas usando mosto submetido a processo térmico
equivalente ao tratamento com o binébmio 130C/37s, uma condigao
intermediaria entre as condigbes testadas. Esse bindmio de tratamento
térmico, como em todos os demais testados, preservou o0s agucares do
mosto acima de 98,7%. Extrapolacdes dessa condicdo de binbmio obtida
na unidade piloto Microthermics® deve ser feita comparando a letalidade.

e Os testes de fermentabilidade apresentaram rendimento compativel com
os rendimentos industriais informados por unidades produtoras. Se fossem
muito diferentes seria por razées de disponibilidade de nutrientes e nao

pela presenca de contaminantes.

Recomendacées para continuidade em trabalhos futuros

Configurar os testes de fermentabilidade dos mostos tratados termicamente
incluindo o reciclo de células para avaliar a exposicao continua e prolongada das

leveduras aos mostos tratados termicamente.
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Na preparacao do inéculo, realizar varias passagens em meio mineral para
minimizar o estresse decorrente de um in6culo em Batata Dextrose Agar, passar
direto para fermentacdo. Sugere-se entdo o uso de um meio mineral, por exemplo,
um meio de cultura de caldo de cana suplementado com nutrientes minerais, sais
de fosfato e aménio, esterilizados por microfiltragao.

Devido o potencial efeito do pH na precipitacdo de metais, outra
recomendacgao importante, seria introduzir como variavel em estudos futuros, a
influéncia do pH durante o tratamento térmico, considerando que o pH abaixo de
6.5, embora aumente o desdobramento da sacarose em glicose e frutose, nao
implicaria em degradacdao dos monossacarideos formados. Nao haveria impacto
negativo no rendimento da fermentacdo nem na produtividade pois 0 primeiro
passo metabdlico é a inversdo da sacarose com invertase cujos niveis na
fermentacao alcodlica sdao comprovadamente baixos. O grande ganho poderia
estar na estabilidade dos micronutrientes a pH menor.

Considerando a otimizacdo baseada no micro-organismo alvo e o0s
acucares desta pesquisa, trabalhos futuros deveriam entdo abordar o impacto
sobre os micronutrientes e identificar quais s&o mais relevantes e como deveriam
ser preservados para desenvolver uma curva TDT para os micronutrientes

acessiveis.
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