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RESUMO

Apesar da importancia econdmica e social da aguardente de cana brasileira, sdo
ainda escassos os estudos sobre seu método de produgcéo. As crescentes exigéncias
dos mercados interno e externo tém feito crescer a preocupacéo com a qualidade desta
bebida. A aguardente de cana é muito apreciada por seu sabor e aroma caracteristicos,
que séo decorrentes dos processos de fermentacao, destilacdo e envelhecimento em
recipientes de madeira. Os principais fatores que interferem na qualidade da
aguardente sao as leveduras e condi¢des de fermentagéo. As leveduras utilizadas para
a fermentagao provém da propria de cana de aguicar, passam para o caldo durante o
processo de extracao e € caracterizada por uma grande quantidade de linhagens com a
predominancia de algumas delas no decorrer da safra.

O principal problema que enfrentam as destilarias artesanais & a falta de
padronizagdo do produto e até mesmo a obediéncia 3 legislacdo vigente. O cobre,
acidez volatil e o exame organoléptico sao os parametros que mais contribuem para a
frequéncia de ndo atendimento a legislagso.

Os objetivos deste frabalho foram selecionar uma levedura proveniente de uma
destilaria de aguardente artesanal, imobiliza-la em um suporte especifico e
desenvolver um reator para fermentagido continua, visando um aumento de
produtividade e redugdo nos teores de componentes volateis que influenciam
negativamente a qualidade da aguardente.

Para isso foram necessarios o dimensionamento e a montagem de dois reatores
CSTR em série. A agitagdo do meio com as células imobilizadas foi conseguida com a
utilizacdo de um agitador magnético e uma bomba centrifuga que realizava o reciclo do
meio em cada um dos reatores.
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O substrato utilizado foi caldo de cana de agtcar e o micro organismo foi
imobilizado em alginato de calcio. O experimento foi conduzido iniciaimente em
fermentacdo batelada. Apés o termino da atividade metabdlica foi iniciada a
alimentagéo continua até o sistema atingir o regime. Utilizaram-se varios tempos de
residéncia e amostras foram coletadas apés o sistema atingir o regime para a
determinagéo dos componentes volateis e teores de acUcares redutores totais.

Como resultado obteve-se uma comparacdo em termos de concentracbes de
componentes volateis e produtividade entre as aguardentes produzidas com caldo
fermentado proveniente da fermentagdo continua com células imobilizadas e caldo
fermentado proveniente de fermentagao batelada com células livres.

O processo fermentativo continuo com células imobilizadas conduziu a uma
produtividade de 4,42 g/L/h, rendimento 87,10 % e conversdo de 98,72 %. A
aguardente de cana obtida apresentou concentragbes de actaldeido, n-propanol e
acidez volatil - componentes que interferem negativamente na qualidade da aguardente
- menores quando comparadas a aguardente produzida com a mesma levedura em
fermentacdo com células livres.
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SUMMARY

Besides the economical and social importance of Brasilian sugar cane spirit, there
aren’t many studies about its production methods. The increasing demand of this
product by internal and external markets leads to an increased attention to its quality.
The Brasilian sugar cane spirit is very appreciated by its characteristic aroma and flavor,
as a consequence of the fermentation process, as well as distilation and maturation
been carried out in wood recipients. The main factors that influence the quality of spirit
are the yeast strain and fermentation conditions. The yeasts utilized in fermentation
come from the raw sugar cane, and go into the sugar cane broth during the extraction
process. They are characterized by a great quantity of differnt yeasts strains, although
there are some dominating species which can vary during the year.

The main problems facing the small distilleries are the lack of standardization and
still law abiding. The copper, the volatile acidity and orgnoleptic exam are the major
factors that usually skip the regulatory standards.

The goal of this work were to select a yeast strain from a small distillery, to imobilize
it in an specific support and to develop a reactor to promote a continuous fermentation,
with the aim of increasing the productivity and reducing the undesirabile volatile by-
products that influence negatively the quality of the spirity.

To do this, it was necessary to design and construct two stirred reactors finked in
series, operated continuously. The mixing in the reactor was obtained with a magnetic
stirrer and a centrifuge pump to recycle the broth into the reactors.

The substrate utilized was only sugar cane broth and the yeasts were immobilized in
calcium alginate. The experiment was initially conducted in batch culture. After the end
of metabolic activity the contininuous feed was started until the sistem reach the steady
state. The diluition rate was changed during the fermentation time and samples were
analysed from ethanol, volatile by-products and sugars.
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As comparison, the amounts of volatile compounds and productivity were measured
in the continuous fermentation with immobilized celis and in a conventional process with

free cells.

The continuous fermentation with immobilized cells led to a productivity of 4,42
g/L/h, yield of 87,10 % and conversion of 98,72 %. The spirit obtained in this process
presented acetaldehyde, 1-propanol and volatile acidity contents — compounds that
contribute to a negative sensorial quality of spirity — lower than the ones obtained in the
conventional process using the same yeast.
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1. INTRODUGCAO

A cana de aglcar chegou ao Brasil trazida da llha da Madeira pelos portugueses
ainda no século XVI. No Engenho de Martim Afonso de Souza descobriram que o vinho
da cana, conhecido como “garapa azeda’, liquido resultante dos tachos de rapadura,
servia de alimento para os animais. Os escraves passaram também a tomar esta
bebida inicialmente apenas fermentada e foram eles que comecaram a destilar este
liquido, chamando-o de "cagaga”, dai a origem do nome cachaga. A bebida prosperou,

chegando ate mesmo a ser moeda corrente para compra de escravos na Africa.

A cachaga sempre foi considerada pelo proprio brasileiro como um produto de
segunda categoria, sendo que muitos apreciadores da bebida tinham até mesmo
vergonha de consumi-la em publico. Somente a partir da Gltima década & que
empresarios descobriram o grande potencial de mercado que representa o setor.
Foram criadas associagdes de produtores com a finalidade de promover e valorizar o
produto, estabelecer normas técnicas e regulamentos para disciplinar as atividades do
setor, financiar pesquisas tecnolégicas para aperfeicoar e incentivar a producéo,

promovendo a sua interiorizagao e consequente desenvolvimento econdmico.

O Brasil produz hoje, cerca de um bilhdo e quinhentos milhdes de litros de
aguardente de cana de acglcar anualmente. As exportagbes brasileiras do produto
alcangaram US$ 9 milhdes de dblares em 2002, ante US$ 7,3 milhdes em 1999. A
meta é alcangar US$ 100 milhdes com receitas de exportagédo em 10 anos. Para isto foi
criado o Programa Brasileiro de Desenvolvimento da Aguardente de Cana (PBDAC)
onde serdo aplicados R$ 7,3 milhdes. Segundo dados do Instituto Brasileiro de
Cachaga de Alambique (IBCA), dos 1,5 bilhdo de litros de cachaga produzidos
anualmente no pais, 1,05 bilhdes sdo de cachaga industrial, produzida em destilarias
continuas, e 450 milhdes sdo de cachaga artesanal, feitas em pequenos alambiques. O
setor retne cerca de 30 mil produtores, com mais de 5 mil marcas. Sao

aproximadamente 400 mil empregos diretos (Vasconcelos, 2003).



Decreto presidencial, publicado em 2001, estabeleceu que o nome cachacga
somente pode ser usado por fabricantes brasileiros para denominar a bebida. Isto
possibilita o reconhecimento internacional do produto como genuinamente brasileiro,
assim como o Whisky estd associado a Escocia, a Tequila ao México, o Sake ao

Japéao, etc.

O mercado de cachaca artesanal encontra-se em plena expansdo devido a
preferéncia do consumidor por um produto de aroma e sabor mais agradaveis, o que

nao é oferecido pelos produtores da cachaca industrial.



2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho ¢ desenvolver um processo de fermentacio continuo
utilizando células imobilizadas para a producéo de aguardente. Para isto pode-se dividir
o trabalho em 4 fases:

* Selecdo da levedura a ser imobilizada.

* Determinagéo do melhor suporte para a imobilizagao.

e Desenvolvimento do reator.

» Producdo da aguardente.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. AAGUARDENTE PERANTE A LEGISLACAO

De acordo com o Ministério da Agricultura, Aguardente de Cana € a bebida com
graduacao alcodlica de 38 a 54 °GL (graus Gay-Lussac - %v/v), obtida do destilado
alcodlico simples de cana de agucar (Saccharum officinarum L.) ou pela destilacdo do
mosto fermentado de cana de agucar, podendo ser adicionada até 0,6 g/100 mL de
acucar, sendo que para este Ultimo caso tera sua denominagao acrescida da expressao

“adogada’.

Na composicao da aguardente prevé-se que os volateis totais, nao alcool (soma de
aldeidos, acidos volateis, ésteres, furfural e alcoois superiores), ndo poderdo ser
inferiores a 0,2 g nem superiores a 0,65 g/100 mL de alcool anidro. Além disso, 0s

componentes volateis nao alcool deverao obedecer aos limites expostos na Tabela 1.

Tabela 01 - Critérios de qualidade segundo a legislacéo vigenie.

Componentes Maximo
Acides volatil (mg/100 mL etanol anidro). 150
Esteres (mg de acetato de etila/100 mL etanol anidro) 200
Aldeidos {mg de aldeido acético/100 mL etanol anidro) 30
Furfural {(mg/ 100 mL etanol anidro) 5
Alcoois superiores (mg/100 mL etanol anidro) 300
Metanol (mL/100 mL de etanol anidro) 0.25
Cobre (mgflitro) 5




3.2. APRODUGAO DE AGUARDENTE ARTESANAL

3.2.1. Matéria Prima

De acordo com a ORPLANA — Organizacéo dos Plantadores de Cana do Estado de
S&o Paulo - a composicdo quimica da cana de acucar € uma fungido de diversos
fatores, como: variedade, solo, clima, sanidade da cultura, grau de maturidade,
florescimento, adubacéo, etc. Sob o ponto de vista industrial, a prévia despalha manual
ou a fogo para sua colheita, a intensidade do desponte, o tempo decorrido entre a
colheita e a industrializagdo influenciam, qualitativa e quantitativamente, a sua
composi¢cdo. Tendo em vista estes fatores, a tabela 2 representa a composicdo quimica
aproximada da cana de agucar:

Tabela G2 - Composicao quimica aproximada da cana de acucar

Componentes do caule Variacao (%)
Agua 6575
Aglcares - 12 -18
Sacarose 1118
Glicose 02-1,0
Frutose 0,0-06
Fibra 8-16
Celulose 5,00 -6,50
Lignina 1,50 -2,50
Pentosanas 1,75-2,25
Materiais Nitrogenados 02-08
Aminoacidos, amidas, albuminodides
nitratos
Gorduras e ceras 0,15-0,25
Materiais Minerais 0,2-086

Silica (Sio), Potassio (K,0),
Sadio (Nayo), Calcio (Ca0),
Magnésio (MgO), Ferro (Fe,Os),
Fosforo (P20s), Sulfatos (SOs),
Cloretos (Cl)

E’ento - hexanonas 0,25-0,75
Acidos livres (malico, succinico, etc). 0,10-0,15
Acidos combinados (malico, succinico, etc). 0,10-0,15




Stupiello (1992) relata que a cana de aglcar deve atender a um conjunto de
parametros tecnoldgicos e microbiologicos que definam sua qualidade e tenham uma
influencia fundamental no seu processamento e, de maneira especial, na fabricacdo de
aguardente, onde as técnicas empregadas nao oferecem recursos para minimizar os
efeitos causados por uma matéria prima de mé qualidade.

Os principais fatores de qualidade sao:

» Variedade: E o principal fator de qualidade. Devem ser utilizadas variedades
com elevada produtividade, resisténcia a doengas, étimo poder de rebrota e
alto teor de aclcar.

e Meio Ambiente: temperatura e umidade sado os principais elementos que
controlam a deterioracéo microbiolégica. Isto faz com que nos periodos secos

e frios a deterioracéo seja mais lenta que nos periodos quente e Umido.

» Pragas e doengas: Metabolitos decorrentes da atividade de microrganismos

formados pelo complexo broca-podridao diminuem a eficiéncia fermentativa.

« Planejamento agricola: A escolha de variedades com maturacées precoces,
media e tardia permitem que se trabalhe com os teores de aglcar maximo de
cada variedade durante toda a safra.

O grau de maturacéo da cana de aglcar & verificado através da determinacdo do
valor do teor de agucares redutores totais com um densimetro ou refratdmetro.
Geralmente a cana é cortada sem utilizar o sistema de queima do canavial, e, moida no
maximo apoés 24 horas do corte.



3.2.2. Extracao do Caldo de Cana

Nas grandes fabricas de aguardente de cana, a extracdo do caldo ¢ feita por
moendas de tfernos multiplos com embebicdo do bagaco para garantir uma maior
extracdo do aglcar, levando a um rendimento de 96 % ou mais. Nas unidades
pequenas a extracdo € feita em apenas um (nico terno, sendo a alimentacio feita
manualmente, obtendo-se um rendimento em torno de 75 % (Yokaya, 1995).

No caso das pequenas destilarias a cana de agtcar nao sofre nenhum pré-
processamento para moagem. O caldo obtido € recebido em um tanque onde séo
corrigidos os valores da temperatura, pH e concentragao de aglicar e entdo enviado as
dornas de fermentacéo.

Um caldo muito diluido fermenta rapidamente e facilita a mutltiplicacéo celular da
levedura, mas a produtividade (quantidade de alcool produzida por volume do liquido
por hora) e rendimento (quantidade de &lcool produzida por certa guantidade de
agucar) s&o baixos quando comparados com mosto mais concentrado. Uma
concentragdo excessiva leva a uma lentiddo na velocidade de fermentacao e
comprometimento na muiltiplicagéo celular, j4 que o etanol produzido e a alta
concentraggo inicial de aglcar podem inibir a atividade da levedura. Na pratica verifica-
se que, para o caso de destilarias de aguardente, um mosto com 18 Brix é apropriado
para fermentagéo.

A levedura apresenta um otimo de atividade entre pH 4,0 e 4,5 e temperatura entre
30 - 34 °C (Yokoya, 1995). Para o ajuste do pH é utilizado acido sulfurico comercial
devido ao seu baixo custo e alto ponto de ebulicdo (340 °C), para que ndo seja
destilado juntamente com a aguardente. O ajuste de temperatura é realizado
principalmente nas épocas frias do ano, com a utilizagdo de tanques encamisados ou
aquecimento com fogo direto.



3.2.3. Fermentacéo

A fermentacéo alcodlica & a principal etapa do processo de produgdo da
aguardente de cana. O acglcar e outros componentes presentes no caldo sdo
transformados em etanol, gas carbbnico e outros produtos que séo responsaveis pela
qualidade e defeito do produto. O material a ser fermentado, constituido de caldo de
cana e nutrientes (opcional), € denominado de "mosto" e o liquido resultante apés o

processo fermentativo e a separacao das células € denominado de "vinho".

A maioria das usinas sucroalcooleiras usa o sistema de fermentacéo a batelada ou
batelada alimentada, sendo que estes processos estdo sendo substituidos pelo
processo continuo. Em todos os processos as leveduras sdo separadas do meio de
fermentagdo por centrifugagdo ou sedimentacdo e reusadas nas fermentacbes
subseqlentes, depois de passarem por um fratamento para reduzir a contaminacdo

bacteriana.

Em destilarias de pequeno porte o método utilizado é a batelada e a separagao
das células feita por sedimentacéo devido a sua simplicidade operacional e baixo custo
de implantacéo. O tempo de fermentacgao varia de 12 a 36 horas dependendo de varios
fatores como temperatura, pH, concentracdo de agucares e células, etc. Um tempo
adicional e requerido para a sedimentacdo das leveduras ap6s término da fermentacéo,

para que esta seja separada do vinho que sera enviado para a destilacdo.

As leveduras utiizadas nestas industrias sado provenientes da propria cana de
agucar, que passam para o caldo durante sua extra¢do. A técnica usada para sua
multiplicag&o consiste em utilizar fuba de mitho e farelo de arroz como nutrientes e
caldo de cana diluido como substrato. Pequenas quantidades de caldo diluido sdo
adicionadas nas dornas diariamente até que se consiga volume suficiente para
completa-las. Quando sdo cessadas a fermentacio e decantacdo das leveduras o

caldo fermentado & enviado a destilagdo e a dorna carregada novamente. Alguns




produtores preferem utilizar fermento prensado de panificacgo diretamente nas dornas
de fermentacéo na proporgéo de 10 g/L para abreviarem o tempo de partida da fabrica.

3.2.4. Destilacdo

A destilagdo se constitui na operacdo de separacao do alcool e das impurezas
(volateis ou n&o) que compde o caldo fermentado e é baseada na diferenca do grau de
volatilizacéo de seus componentes.

Na maioria das destilarias artesanais o modelo de alambique usado € o simples
(Figura 1). Este equipamento ndo permite um bom esgotamento do vinho e, em
condigbes normais de operacgéo, podem fornecer uma aguardente rica de componentes
nao alcoois, devido a um excesso de retrogradacdo, determinado pelo desenho e
dimensdes do capitel, ou entdo, pela redestilacao da fragao final do vinho. Entretanto
pode-se obter uma aguardente de melhor qualidade com a separacgdo das fragbes de
cabeca, coracéo e cauda.(Stupiello, 1992).

Na pratica, a fracao cabeca & separada quando se obtém aproximadamente de 5 a
10 % do volume estimado de aguardente a ser obtido e a fracdo cauda é separada
quando o liguido que sai do destilador possuir a graduagado 38°GL (%v/v) ou a fracao
coragao possuir uma graduacéo de 48 a 50°GL (Yoviv).



)

Figura 1- Esquema de um alambique simples. (1) Curctbita ou caldeira; (2) Capitel, domo ou elmo;
(3) Alonga ou tubo de condensagéo; {4) Resfriador; (5) Tubulacéio de vapor; (8) Entrada de
vinho, (7) Descarga de vinhaca; (8) Valvula reguladora de pressao; (9) Canalizacdo de des-
tilado (Stupiello, 1892b).

3.2.5. Maturagao

Segundo Nishimura (1998), bebidas recém destiladas como o whisky, possuem
gosto picante e odor pungente e desagradavel, sendo o processo de envelhecimento e
maturagc&o necessarios para tornarem agradaveis e desejaveis o seu aroma e sabor. A
diferenga de qualidade entre o aroma e o sabor entre bebidas envelhecidas e nado
envelhecidas € geralmente muito significativo. O mecanismo do processo de
envelhecimento ainda néo estd completamente elucidado, mas basicamente pode ser
dividido em sete fipos:

1 - Extrag&o direta dos componentes da madeira.

2 - Decomposicéo das macromoléculas extraidas da madeira, como lignina, celulose e

hemicelulose, seguida da sua eluicdo no destilado.
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3 - Reagéo entre os componentes da madeira e dos destilados.
4 - Reagbes envolvendo somente os componentes da madeira.
o - Reagdes envolvendo somente os componentes do destilado.

6 - Evaporag&o dos componentes de baixo ponto de ebulicao através das

paredes do recipiente.
7 - Formagao de complexo molecular estavel com alcoal e agua.

No Brasil, varias madeiras sdo utilizadas na fabricagdo de barris e tonéis para o
envethecimento da aguardente. Dias et al (1998), através da identificagcdo de alguns
taninos e componentes fendlicos em aguardentes estocadas em tonéis construidos
com a madeira Balsamo (Myroxylon peruiferum), obtiveram como compostos fendlicos
predominantes o acido ilogico e a vanilina; em tonéis de carvalho (Quercus sp.), o acido
elagico e o acido vanilico; em tonéis de jequitiba (Cariniana estrellensis), o acido galico;
em tonéis de amburana (Amburana cearensis), o acido vanilico e o sinapaldeido: em
tonéis de jatoba (Hymenea sp), o coniferaldeido e em tonéis de Ipé (Tabebuia sp), o

acido seringico, o coniferaldeido e o acido vanilico.

3.3. A FERMENTACAO NA PRODUCAO DE BEBIDAS ALCOOLICAS

3.3.1. Leveduras

As leveduras sd@o organismos eucaridticos e formam uma das classes mais
importante de fungos. Uma levedura tipica consta de células pequenas, ovais, com dois
a oito micrémetros de diametro, que se multiplicam formando brotos ou gémulas
(Figura 2). Estas gémulas crescem até atingirem quase o tamanho da célula mae,

ocorre a diviséo nuclear, e entdo uma parede divisdria se forma entre as duas células.

11



A maioria delas ndo vive no solo mas adaptaram - se a ambientes com alto teor de
agucar, tais como o néctar das flores e a superficie das frutas. Como entidade viva
independente, realiza a fermentag&o do agticar com o objetivo de conseguir a energia

guimica necessaria a sua sobrevivéncia.

Figura 2 - Levedura ampliada 200 vezes

De acordo com Korhola (1989) as leveduras utilizadas na producdo de bebidas
alcodlicas devem apresentar as seguintes caracteristicas: alta tolerancia ao alcool, bom
rendimento, fermentar rapidamente o meio e, portanto, minimizar o risco de
contaminacdes, produzir a melhor concentrag@o e balango de compostos secundarios
desejaveis. Russel et al. (1987) acrescenta ainda que as leveduras devem apresentar
estabilidade genética ao fim da fermentagao e serem facilmente removidas do meio em

fermentacao.

A fermentacéo artesanal da aguardente de cana caracteriza-se por ser conduzida
por uma microbiota mista de leveduras com predomindncia de linhagens de
Saccharomyces cereviseae. Oliveira (2002), isolou 30 finhagens de leveduras
provenientes de destilarias artesanais de aguardente, obtendo 24 linhagens de
Saccharomyces cereviseae, e 6 pertencentes aos géneros Candida (3), Kloeckera,

Pichia e Schizosaccharomyces. Morais et al. (1997) observaram que durante a
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multiplicacdo do fermento natural e no decorrer da fermentagcdo para producdo de
aguardente artesanal, hd uma sucessio de especies de leveduras, sendo a espécie
predominante S. cereviseae, Candida sake, Kluyveromyces marxianus var.
drosophilarum e leveduras apiculadas também s3o freqlientes.

3.3.2. Produgao de Compostos de Aroma e Sabor.

Quando as leveduras fermentam o aclcar, o etanol nao & o Unico composto
produzido. Também s&o produzidos diéxido de carbono e um grande numero de
componentes secundarios, que levam a uma importante contribuigdo ao aroma e sabor
das bebidas, seja ela uma cerveja, vinho ou algum destilado (Berry and Watson, 1987).
Estes produtos secundarios podem ser divididos em varias categorias, baseado em sua
origem metabdlica dentro da célula, conforme a Figura 3. O mais abundante destes s3o
os alcoois superiores, que sao produzidos juntamente com o etanol, entretanto, muitos
componentes presentes em pequenas quantidades desempenham um papel chave no
sabor das bebidas. Acidos organicos podem contribuir diretamente no aroma ou
indiretamente por estarem envolvidos na formagéo de ésteres. Compostos carbonilicos
como acetaideido e diacetil, estardo presentes em pequenas concentracdes, mas
tendo thresold muito baixo, podem desempenhar um papel chave no sabor das
bebidas. As leveduras também podem estar envolvidas na producéo ou modificacido de
compostos  sulfurados, que tem importancia crica no aroma e sabor das
bebidas.(Berry, 1995).
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Figura 3 - Vias basicas para formac&o dos compostos de aroma e sabor durante a fermentacéo
(Yokoya, 1995},

Apesar de diferentes bebidas serem distinguidas umas das outras por suas
caracteristicas organolépticas, n@o se observam grandes diferengas na sua
composicao quimica. A diferenca mais importanie é o conteldo quantitativo dos
compostos secundarios (Suamalainem & Lehtonen, 1879).

A aguardente de cana é composta principalmente de agua, etanol, e varios
componentes secundarios que conferem aroma e sabor. Estes compostos pertencem
as seguintes classes. aldeidos, acidos organicos, alcoois superiores, ésteres, furfural,

terpenos, lactonas, furanos, pirazinas, dentre outros (Lima, 1964). Os teores destes
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compostos secundarios na fermentagao alcodlica sdo geralmente inferiores a 0,1 %
(Maia 1994).

Nonato (2001), citado por Oliveira (2001) analisando 12 amostras de aguardente
por meio de cromatografia gasosa identificou 38 componentes presentes, dentre eles

alcoois, ésteres, acidos orgénicos, hidrocarbonetos ciclicos e aromaticos.

3.3.2.1. Etanol

O etanol, maior constituinte organico volatii das bebidas, em baixas
concentracbes tem apenas um leve odor e é um excelente solvente para materiais
odoriferos. Tem um leve sabor doce e abranda o acido. Segundo Willians (1972), o
etanol da corpo as bebidas destiladas, vinhos e cidras, reduz a acidez aparente,

aumenta a dogura e tem um efeito global de suavizar outros gostos caracteristicos.

3.3.2.2. Alcoois Superiores

Os principais &lcoois superiores produzidos pelas leveduras séo o n-propanol,
isobutanol (2-metil-1-propanol), alcool amilico (2-metil-1-butanol), alcool isoamilico (3-
metil-1-butanol) e os alcoois aromaticos hexanol e 2-feniletanol (Nykanen, 1986;
Nykanen & Nykanen, 1991). O 3-metil-1butancl é o alcool predominante nas bebidas
chegando seu contelido ser aproximadamente metade do total da fracdo de alcoois

superiores.

Guidici et al. (1993) relatam que os alcoois superiores sao produzidos a partir de
aminoacidos correspondentes presentes no meio e que a quantidade formada é
influenciada pela composicdo do meio (concentragio de aclcar, pH, concentragéo e
tipo de fonte de nitrogénio), pela temperatura, pelo grau de aera¢ao e ainda pela
linhagem da levedura. '
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Amerine (1972) sugere que os alcoois superiores podem ser importantes néo
apenas por causa dos seus odores préprios, mas pela sua agdo solvente sobre outras
substancias odoriferas, interferindo na volatilidade das mesmas e consequentemente
nas suas caracteristicas sensoriais. Almeida & Barreto (1972) observaram a correlagéo
entre os teores de n-propanol € a qualidade sensorial das aguardentes relatando a

ocorréncia de maiores teores de n-propanol em aguardentes de qualidade inferior.

Boza (1998), verificou que em virtude de suas caracteristicas fisicas, o n-propanol
destila com alto grau de uniformidade, sendo a variacdo de seus feores entre as
fracbes inicial e final da destilagao (fragdes que destilam a 81,89 e a 42,61 % de alcool
em volume a 20 °C) em torno de 8%, sendo respectivamente 13,59 e 12,53 mg/100
mL. Logo o controle do nivel de n-propanol na aguardente € importante na operagao de

fermentacao.

3.3.2.3. Aldeidos

A fragao mais volatil das bebidas alcodlicas € composta de compostos carbonilicos,
tais como o diacetil e aldeidos, que desempenham um papel importante no
desenvolvimento de sabores. O acetaldeido € usualmente o composto encontrado em
maior quantidade e representa mais que 90 % do contetdo dos aldeidos nas bebidas.
O baixo contelido de acetaldeido nas bebidas é freqlientemente associado a uma
melhora da qualidade (Nykanen & Suomalainen, 1983). O acetaldeido e outros aldeidos
alifaticos de cadeia curta possuem odor pungente o que pode aumentar o sabor picante
das bebidas (Nykanen, 1986).

Ribeiro (1999), realizando fermentagdes com trés linhagens de leveduras, verificou
que para os trés casos, a concentragao de aldeidos variou de forma crescente com a
fase exponencial de crescimento, apds o qual ocorreu diminuicdo da concentracao,
observando-se picos de concentragdo apds o ponto de maxima concentragéo de

etanol.
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Yokoya (1995) comenta que o acetaldeido e outros aldeidos (férmico, butirico,
isobutirico, valérico e caproico) s&o separados do vinho por destilacdo na fracdo de
produtos de "cabecga".

3.3.2.4. Acidos Orgénicos

Os acidos orgénicos encontrados nas bebidas alcodlicas sdo componentes de um
dos principais grupos de sabor. Dentre os 4cidos organicos produzidos no processo de
fermentacdo temos os néo volateis como os oxiacidos (principalmente acido pirtvico e
2-oxoglutarato), acido L(-) malico, acido succinico, acido fumarico, acido citramalico,
acido D(-)-2- metiimalico, acidos 2,3-dihidroxibutirico substituido, acido citrico, acido
tartarico, acido L-pirrolidonecarboxilico (5-oxoproline), acidos glicosidicos (acido
gliconico), glicolato e &cido glutarico (Whiting 1976). Os &cidos graxos volateis
constituem o mais importante grupo de compostos de sabor das bebidas destiladas. O
termo acidez volatil se refere a compostos que podem ser vaporizados com o alcool e a
agua e coletados no destilado, apesar de apresentarem ponto de ebulicdo mais alto
que a agua (Nykanen & Nykanen, 1991).

Na acidez volatil estdo presentes os Acidos acético, lactico, férmico, butirico,
propiénico e outros em quantidades infimas (Amerine et al., 1972). O acido acético é o
principal acido orgénico excretado pela levedura no meio. Apesar de haver uma grande
variag&o na proporgéo relativa de acido acético nas diferentes bebidas, esse &cido
normalmente representa de 60 a 95 % da acidez total. (Nykanen & Suamalainen, 1983)
E produzido pela oxidaggo do acetaldeido, com remogao de hidrogénio, na reagao que
€ oposta a reducéo normal do acetaldeido a etanol (Berry, 1995).

Boza (1988), analisando sensorialmente a qualidade de 16 amostras de aguardente
verificou que a qualidade sensorial é inversamente proporcional a acidez volatil. Cleto
(1997), verificou que a adicdo de fuba de milho no processo fermentativo reduz a

concentracao de n-propanol e diminui a acidez total da aguardente melhorando sua
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qualidade. Ele conclui que o amido do fuba tem efeito adsorvente sobre os acidos
graxos de cadeia curta presentes no meio de fermentagao, reduzindo a acidez total da

aguardente.

3.3.2.5. Esteres

Os ésteres constituem a maior classe de compostos de aroma nas bebidas
alcodlicas. Eles s&o produzidos pela levedura durante a fermentacéo em uma reagéo
entre alcoois produzidos e por moléculas de acetil CoA, que sao intermediarios na
producdo de acidos organicos. A quantidade de éster produzida depende da
quantidade relativa de alcool e acetil CoA produzidas pela levedura. Como o etanol é o
alcool mais abundante presenie na fermentagéo, o acetato de etila € normalmente o

éster encontrado em maior quantidade.(Berry, 1995).

Yoshioka and Hashimoto (1981), relatam que na fase inicial da fermentacéo,
quando o crescimento das leveduras é rapido, ndo ha formacao significante de ésteres,
mas quando o crescimento e a sintese de lipidios cessa, a formacdo de ésteres e
estimulada. Os fatores que influenciam a formagéo de ésteres séo o tipo de levedura
utilizada, meio de fermentacédo, pH, temperatura, aeragdo e quantidade de inoculo
utitizada (Ramsey and Berry, 1983 b, 1984 a, b).

Ribeiro (1999), estudado o comportamento de 3 linhagens de leveduras observou
que para duas delas a produgdo de ésteres foi verificada na 4° hora de fermentag&o.
No periodo seguinte, com amostras de 8 horas, observou-se & diminuicdo da
concentragio, voltando a crescer na 12° hora e no final da fermentagdo. A maior
concentracéo de ésteres ocorreu na amostra da 16° hora, no fim da fase exponencial.
Na terceira linhagem, ocorreu uma tendéncia crescente de producd@o de ésteres e a
concentracéo foi marcadamente maior nas amostras coletadas as 16° e 20° hora de

fermentagao.
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Os esteres contribuem para um aroma de frutas no "bouquet" da bebida. O éster
etilico, isobutilico, isoamilico e os ésteres de acidos graxos de cadeia curta tém um
aroma agradavel de frutas e sdo os principais componentes que interferem na
percepgdo do aroma.(Suamalainem & Lehtonen, 1979). Considerando o contetido total

de ésteres, o acetato de etila geraimente excede 50 % nas bebidas destiladas.

3.3.2.6. Compostos Sulfurosos

Ja foram identificados mais de 50 componentes sulfurosos em bebidas alcodlicas,
a maioria destes derivados diretamente da matéria prima utilizada na fermentagso.
Entretanto alguns também s3o derivados do metabolismo das leveduras. O sulfeto de
hidrogénio pode ser produzido durante a degradacio da metionina e cisteina liberadas
durante a autdlise das leveduras ou reciclo das proteinas. Ele também pode ser gerado
a partir do enxofre inorganico presente no meio (Berry, 1995). Isto é de estrema
importancia, ja que na produco de aguardente é usado acido sulflrico para correcéo
do pH do meio.

A levedura também pode produzir dimetil sulfeto (DMS), mas nao sé&o
consideradas fontes importantes deste componente, o qual devem estar presentes nas
matérias primas como a cevada maltada.

Compostos sulfurosos apresentam odores desagradaveis, o que aliado a seu baixo
limite de deteccéo, torna sua presenca nas bebidas indesejavel. Normalmente o sulfeto
de hidrogénio produzido é liberado juntamente com o dioxido de carbono formado, mas
podem reagir com élcoois formando mercaptanas, composto com um odor e sabor
muito desagradaveis (Amerine et al., 1972). Fermentagbes pouco vigorosas, que se
estendem por longos periodos de tempo favorecem a formacdo de sulfeto de

hidrogénio.
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Isigue et al (1998}, determinaram os teores de enxofre de sete amostras de
aguardente de cana e submeteu-as a testes de aceitabilidade quanto ao aroma, sabor
e impressdo global. Os resultados obtidos revelaram haver correlacdo negativa
significativa entre os teores de enxofre e a aceitabilidade das amostras em relacédo a
todas as caracteristicas avaliadas, ressaltando o papel negativo representado pelos
compostos sulfurados presentes nas aguardentes de cana.

3.3.3. FATORES QUE INFLUENCIAM NA FORMACAO DOS
COMPONENTES VOLATEIS

3.3.3.1. Leveduras e Condicbes de Fermentagéo

As leveduras e as condicBes de fermentagdo tém sido apontadas como os fatores
que mais influenciam o sabor e aroma das bebidas alcoolicas (Suomalainen &
Lehtonen, 1979), pois & durante a fermentacéo que a maioria dos compostos de sabor

sdo formados.

Suomalainen (1970) relata que as matérias primas utilizadas na fabricagdo de
bebidas pouco contribuem para a formacdo do aroma, sendo seus componentes
produzidos principalmente pelo metabolismo das leveduras durante a fermentagéo,
dependendo do tipo de levedura utilizada, e das condigbes sob o qual se conduz a
fermentacdo. Ele verificou que dentro de um grupo de mais de 100 componentes
volateis as mesmas substancias apareciam na fragdo de componentes do aroma de

cervejas, vinhos e bebidas destiladas, diferindo apenas quantitativamente.

Berry (1995) relata que condicbes que favorecem o crescimento celular como
temperatura, alta quantidade de in6culo, e aeragdo estimulam a produgdo de alcoois
superiores. Ransay & Berry (1984b) verificaram que a quantidade de alcoois superiores
pode ser regulada pelo ajuste da quantidade de indculo utilizada. Seus resultados
indicam que a quantidade de alcoois superiores aumentou de 288 mg para 504 mg por
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litro quando a quantidade de indculo foi aumentada de 0,5 x 107 células por mililitro para
16 x 107 células por mililitro. Estes niveis correspondem a 0,25 e 8 vazes o nivel normal
utilizado em destilaria de whisky. Parfait & Jouret (1975) mostraram que ©
Schizosaccharomyces pombe produz uma quantidade muito pequena de alcoois
superiores. Guymon et al. (1961), verificaram que uma linhagem mutante de

Saccharomyces cereviseae nao produzia n-propanol e 2-metil-1butanol.

Os aldeidos s&o intermediarios na produgdo de alcoois superiores. Logo as
condigbes que favorecem a formacgéo destes aicoois também favorecem a formacéo de
pequenas quantidades de aldeidos (Ransay & Berry, 1983b, 1984a). Eles sdo
excretados pelas leveduras durante a fermentagdo, podendo ser reabsorvidos e
reduzidos ao alcool correspondente durante os (ltimos estagios de fermentacdo. Seu

nivel pode ser estimulado pela adicao de SO, ao meio (Berry, 1995).

Os fatores que influenciam a formag&o de ésteres s&o a levedura, a qualidade do
mosto, a temperatura de fermentagéo, a quantidade do indcuo, agitacdo e aeragéo do
mosto e sélidos em suspensao (Berry, 1984). Sob condicées normais de crescimento
muitos acidos orgénicos produzidos sao utilizados na composigao da parede celular da
levedura. Em condigdes de estrita anaerobiose, &cidos graxos insaturados e esteréides
ndo podem ser produzidos e a formacdo da membrana celular € inibida. Nestas
condicoes os acidos organicos se tornam disponiveis para conversio em ésteres, que

sdo excretados no meio.

Condigdes que restringem o crescimento tais como a falta de aeragao e ou
nitrogénio, podem conduzir a um aumento na formacdo de ésteres. A maioria dos
ésteres € formada nos (ltimos estdgios da fermentacdo, ao contrario dos alcoois
superiores, que s@o produzidos abundantemente durante a fase de crescimento. A
aerac&o do meio pode suprimir totaimente a formagéo de ésteres mesmo em condigdes

que favoregam a producdo de etanol (Berry, 1995).
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Ramsay and Berry (1984b) relatam que os mesmos fatores que influenciam a
formac&o de ésteres influenciam a formacao de acidos organicos e gue a quantidade

formada durante a fermentac¢éo diminui com o aumento da temperatura.

Krauss and Forch (1975) mostraram que durante a fermentacao da cerveja, todas
as condigbes que aceleravam o processo fermentativo levavam a uma diminuig&o nos

teores de acidos organicos.

O acido acético € produzido principalmente durante os estagios iniciais da
fermentagéo alcodlica, e maiores quantidades sao formadas na presenga de oxigénio
(Amerine et al.). Watson (1983) relata que ha um aumento relativo dos acidos graxos

nos estagios finais da fermentacéo.

A quantidade de glicerol produzida & fortemente influenciada pela linhagem da
levedura e diversos fatores interferem na formacgéo de glicerol por leveduras, tais como
temperatura, pH, concentracdo de sacarose, fontes de nitrogénio e inibidores
(Gutierrez, 1991).

O sulfeto de hidrogénio produzido durante a fermentacdo € influenciado pela
linhagem da levedura, sendo que este gas €& arrastado do meio juntamente com o

diéxido de carbono liberado na fermentacao.

3.3.3.2. Destilacéo

As caracteristicas sensoriais das bebidas alcodlicas sdo amplamente alteradas pela
destilacao, ja que este processo altera a quantidade relativa dos compostos volateis.
Componentes ndo volateis como alguns acidos organicos e polifendis sao virtuaimente
eliminados pela destilacdo. A composicdo dos destilados & determinada por muitos
fatores, incluindo o tipo de destilador, o grau de purificagao e a selecao das fracdes

usadas para a inclusdo na bebida destilada (Cole and Noble, 1985).
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No processo de fabricagéo da aguardente distinguimos 3 fragbes:

1. Cabeca - Fragao inicial recolhida no inicio da destilacdo, formada pelos
componentes de maior volatilidade.

2. Coragdo - Fragao intermediaria que corresponde & aguardente.

3. Cauda - Fragdo final, que corresponde aos componentes menos volateis.

A fragao cabeca contém véarios componentes de aroma que possuem um impacto
sensorial negativo, tais como acetaldeido e compostos sulfurados e néo entra na
composic&o do produto final (Guymon, 1974). Embora os aldeidos sejam reduzidos
pela eliminagdo da fragdo cabeca, eles sdo gerados durante o envelhecimento em
recipientes de madeira (Nykanen, 1986).

Os alcoois superiores, compostos presentes em maior quantidades nas bebidas
destiladas, tendem a destilar a partir da metade da destilacdo. A vodka, que é um
destilado recolhido com alta graduag@o alcodlica possui niveis de alcoois superiores

menores que outra bebida recolhida com grau alcodlico mais baixo (Guymon, 1972).

Os acidos graxos e seus ésteres correspondem ao segundo maior grupo de
compostos volateis encontrados nas bebidas destiladas. Alguns destes compostos
também séo perdidos na fragao cabega. A maioria dos ésteres possui aroma de frutas,
como os esteres etilico, isobutilico e isoamilico e ésteres de acidos graxos de cadeia
curta. Tambem estéo presentes ésteres de alto ponto de ebulicdo como ésteres dos

&cidos caprico e caprilico.

Acidos como o caproico, caprilico e caprico possuem aromas parecidos com o de
sabao e estdo concentrados na fragao cauda, que geralmente é descartada (Guymon,
1974).
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A destilacao altera o sabor das bebidas ndo somente pela alteragdo na proporgéo
relativa dos componentes, mas também devido as reagdes quimicas que ocorrem
durante este processo. Reacgbes de Maillard podem formar compostos heterociclicos
durante a destilacdo (de Rike and ter Heide, 1983), particularmente em alambiques
aguecidos pelo contato direto do fogo com suas superficies metalicas, onde pode haver

a formacao de furfural (Simpson, 1971).

Alcoois e acidos reagem formando ésteres, muitas reagbes ocorrem na fase vapor,
como a reducao de aldeidos a acidos e alcool. Acetais se formam pela adicdo de dois
alcoois e um aldeido. O diacetal formado proporciona uma fragrancia delicada a bebida
(Watson, 1983).

Os aromas de frutas e flores, causados principalmente por terpenos, séo alterados
durante a destilagao. Alguns terpenos glicosilados sao hidrolisados devidos ao calor e a
condi¢cao acida dentro do destilador resultando em uma alta concentragao de terpenos

livres, intensificando o aroma dos destilados (Strauss and Williams, 1983).

O aroma penetrante e apimentado de destilados novos como o rum, conhaque,
whisky & causado pela acreolina (2-propenal), um derivado do glicerol, que pode ser
formada por bactérias durante a fermentacéo ou durante a destilacdo, devido ao calor,
a partir do glicerol (Nykanen, 1986).

As metodologias da destilagdo, batelada ou continua, alteram a composigac do
destilado. Hough et al., (1982), verificaram que as concentracdes de alcoois superiores
eram maiores em amosiras de whisky produzidos em alambigues do que aquelas
produzidas em destiladores continuos. O componente 2-feniletanol gue possui um
aroma agradavel de rosas € enconirado em destilados produzidos em alambigues e
ausente em destilados produzidos pelos destiladores continuos. O furfural & produzido
em alambiques aquecidos com fogo direto, nao sendo encontrado em destilados

produzidos pelo processo continuo (Simpson, 1971).
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O material de construggo do alambique também influencia na composicio dos
destilados. Muitas reacdes sdo catalisadas nos destiladores de cobre em seus
condensadores (Watson, 1983). Além de sua participacao na formacgdo de aldeidos, o
cobre age de forma a reduzir o teor de compostos sulfurados volateis no destilado, e
portanto o desagradavel odor de sulfetos. Nascimento (1999) relata que o principal
componente desta classe de compostos é o dimetilsulfeto (DMS). Realizando
experimentos que utilizavam destiladores de cobre e aco inoxidave!, verificou que as
amostras destiladas em alambiques de aco inox apresentaram teores de DMS de 250
mg/L contra 150 mg/L da amostras destiladas em destiladores de cobre.

Bizelli et al. (2000) avaliou a influencia da dupla destilacéo da aguardente de cana
utilizando alambiques de cobre. Verificou que a dupla destilagao permitiu a reducao da

acidez total no produto destilado.

Dentre os produtores de cachaga artesanal ndo ha um critério especifico para a
separacdo das fragbes cabega, coracdo e cauda. Alguns usam como critério a
temperatura dos vapores no topo do alambigue. QOutros desprezam de 5 a 10% do
volume estimado de aguardente a ser obtido em funcao do teor de sdlidos totais (Brix)
do caldo de cana. Para a separagao da fracdo cauda alguns produtores interrompem a
coleta da fragdo coragdo quando o destilado que esta saindo do alambique atingir a
graduacao de 38° GL; outros quando a fragéo coracdo estiver com uma concentracéo
de 48 a 50° GL.

3.4. CINETICA DA FERMENTACAO ALCOOLICA

O estudo da cinética de processos fermentativos tem como objetivo quantificar as
velocidades de crescimento celular, de consumo de substrato, formacao de produtos e
demais parametros relacionados, além da influéncia de outros fatores tais como pH,

temperaturas e inibidores nestas velocidades. Para o estudo da fermentacéo alcodlica

25



o modelo nao estruturado e n&o segregado (onde as células sdo fratadas como um

soluto monocomponete) € o mais utilizado.(Bailey e Ollis, 1886).

A equagdo mais simples foi proposta por Monod em 1948 e relaciona
matematicamente a taxa especifica de crescimento celular a concentragéo de substrato

limitante de crescimento:

S

#“ﬂm“KSnLS

Onde umax € a velocidade maxima especifica de crescimento celular, S a
concentragdo de substrato limitante e Ks a constante de Monod.; constante esta que
representa o valor de S no qual a taxa especifica de crescimento é a metade de seu
valor maximo. Esta equagao somente € aplicavel quando ndo ha presenca de inibidores
de crescimento no meio de cultura ou gquando estes estdo em quantidades que nao

afetem a taxa de crescimento celular.

A taxa especifica de crescimento pode ser afetada pela presenca de inibidores no

meio de cultura, como substratos ou produtos.

Equacdes que levam em conta a inibicdo pelo substrato foram proposta por

diversos autores (Bailey e Ollis, 1986).

U= ol T-exp '1?(: Teissier
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S

H= o S2 Dourado (1987)
Ki+S+—
K,
_ S K,
H= Moo K, +S K,+P Aiba, Shoda e Nagatani (1968)

onde K, e Ks s&o constantes cinéticas

O fenémeno de inibigdo pelo substrato geralmente é menos importante do que a

inibicdo pele produto. Para descrever a inibico pelo produto alguns autores
desenvolveram as seguintes equagses:

P
M = Uy K P = Henax (1 - p J Goose e Tyagi (1979)

max

onde pi é a velocidade especifica maxima de crescimento na presenca de
etanol e P a concentracao deste produto

PY[ s
o= X = Loy I—P ] K, +8 X Levenspiel (1980)

m

onde Pm € a concentraco limite do produto inibidor

I

P

My = o 1 - 7 Luong (1985)

nl
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3.5. FERMENTACAO POR CELULAS IMOBILIZADAS

Imobilizagdo celular consiste no confinamento de células em uma determinada
regiao do espago com a preservacao de suas atividades cataliticas de maneira que
possam ser separadas do meio fermentativo e reutilizadas.(Karel et al, 1985). A
tecnologia de imobilizagéo celular ja é conhecida por mais de 25 anos. Atualmente,
com Os avangos em engenharia genética, seu uso esta se tornando mais comum
(Bickerstaff, 1995).

Muitos microrganismos possuem a capacidade de aderir a diferentes tipos de
superficie na natureza de maneira que possam ficar préximos aos nutrientes
necessarios a sua sobrevivéncia. Podemos dizer que estes sistemas biolégicos no seu
estado natural s&o imobilizados. Entretanto, para a utilizacdo comercial foram
desenvolvidas técnicas de imobilizagdo em diferentes suportes com a finalidade de
conseguir o aproveitamento de caracteristicas inerentes ao metabolismo destes micros

organismos.

Como suporte para imobilizacdo celular sdo utilizados varios materiais, como
polimeros sintéticos: gel de poliacrilamida, polipropileno, resinas epéxi: polissacarideos
naturais: alginato de calcio, k-carragena, pectina citrica, agar; minerais: crisotila,
alumina, terra diatomacea, rocha vulicanica, silica porosa; vegetais: madeira, fibras de
algod&o; metais: ago inoxidavel, os quais retém as células dentro de suas estruturas,

aprisionando-as.

3.5.1. Escolha do suporte para imobilizagéo

As celulas em solugdo se comportam como outro soluto qualquer, tendo total
liberdade de movimento, mas quando imobilizadas sua liberdade & altamente

restringida.
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As consideragbes fundamentais para a escolha do suporte € método de
imobilizagao séo (Bickerstaff, 1995):

» Propriedades fisicas: Estabilidade mecanica, area da superficie disponivel,
formato (esfera, placa, fibras), grau de porosidade, volume dos poros,
permeabilidade, densidade, espaco para aumento da biomassa, fluxo, e queda
de pressao.

» Propriedades quimicas: Ligacao de agua ao suporte, nao haver reacdo com as
ceélulas ou enzimas, grupos funcionais disponiveis para modificacao,

regeneragéo e reuso do suporte.

» Estabilidade: Armazenamento, atividade enzimatica residual, produtividade
celular, regeneracao da atividade enzimatica, manutengio da viabilidade celular,
estabilidade mecanica do suporte.

* Resisténcia: Ataque de bactérias e fungos, destruicdo por agentes quimicos,

solventes organicos, pH, temperatura e mecanismos de defesa da célula.

* Seguranga: Toxicidade dos componentes do suporte, seguranca do processo de

imobilizac&o para os trabalhadores.

* Economia: Disponibilidade e custo do suporte, reagentes, equipamentos,
habilidades técnicas requeridas, impacto ambiental, preparagédo para uso em
escala industrial, facilidade de scale-up, processamento continuo, tempo de vida,

reutilizacao.
* ReacOes: Taxa, produtividade, cinética da reacdo, sistemas com células ou

enzimas mdltiplas, configuracéo do reator, limitagbes na transferéncia de massa

de cofatores, substratos e produtos.
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Bucke (1983) relacionou diversos métodos de imobilizagdo para a transformacéo

de sacarose em isomutalose por células de Erwinia rhapontici para demonstrar que

diversos tipos de imobilizag&o podem influenciar na produtividade e tempo de vida do

suporte (Tabela 3).

Tabela 3 - Influencia do método de imobilizag&o na transformacéo de sacarose em isomutalose

Tipo de Imobilizacao Produtividade Tempo de
(g/g célula/h) meia vida (h)

Células Livres 0,600 36
Método de Imobilizagao
Entrelacamento em alginato de
calcio 0,325 8500
Entrelagamento em poliacrilamida 0,130 570
Adsor¢do em DEAE celulose 0,583 400
Ligac&o cruzada com glutaraldeido 0,153 40
Entrelagamento em K-carragena 0,263 38
Entrelagamento em agar 0,340 27
Adsorcdo em carvao 0,100 25

Nedovic (1997) cita as seguintes caracteristicas

fermentativo utilizando células imobilizadas:

o Alta densidade celular
s Aumento da produtividade volumétrica
s Diminuigdo do tempo de reagao

* Redugao das dimensdes dos fermentadores

e vantagens do processo

» Utilizac&o do biocatalizador por longos periodos de tempo

e Aumento na utilizacao do substrato

* Processos continuos com vazées acima do ponto de washout

¢ Reducgdo do risco de contaminagao bacteriana
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» Diminui¢ao das inibigdes pelo substrato e produto

» Qualidade constante dos produtos

Roukas (1993) utilizou Saccharomyces cerevisiae na forma livre e imobilizada em
alginato de calcio para a fermentacao de melago de beterraba. Como processo
fermentativo utilizou a batelada e a batelada alimentada, verificando que a maior
concentragdo de etanol foi obtida no processo batelada alimentada com celulas
imobilizadas, e que a habilidade de producéo de etanol se manteve constante por oito
dias.

Riordan et al. (1995) utilizando uma linhagem termotolerante de Kluyveromyces
marxianus para producao de etanol a partir de sacarose, determinou que apds 22 dias
usando células livres o rendimento foi reduzido para 59% do rendimento teérico
maximo, enquanto que com o uso das mesmas células imobilizadas em alginato de
calcio o rendimento ficou em 98% do méaximo tedrico (Eq. De Gay-Lussac: 51,1 g de
etanol/100 g de glicose).

Monisha et al. (1995) realizou fermentacées de xilose e palha de arroz hidrolisada
com células de Candida shehatae, livres e imobilizadas em alginato de calcio, utilizando
08 processos batelada, batelada alimentada e continuo em um reator de leito
empacotado. Eles verificaram que as maiores produtividades de etanol, para os dois
substratos foram alcangadas com a utilizagéo de células imobilizadas e processos
continuos e batelada alimentada. Concluiram que isso possiveimente ocorreu devido a
protecdo do suporte dado a levedura dos agentes inibidores (furfural e compostos

fendlicos).
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3.5.2. Métodos de Imobilizacao

Existem cinco principais métodos para imobilizacdo de enzimas e células,
baseados em mecanismos fisicos e quimicos: adsorgéo, ligacdo covalente, oclusdo em
géis, encapsulamento e ligagGes cruzadas (Figura 4). Todos estes métodos tém o
mesmo proposito: reter altas concentragdes de enzimas efou células em uma

determinada regi&o do espaco (Bickerstaff, 1995).

A La 22

Adsorgéo Ligagdo covalente

N[ [

-
.....
........

Encapsulamento Oclusao

Ligacdes cruzadas (floculagao)

Figura 4 - Principais métodos de imobilizagio (Bickerstaff, 1995).



3.5.2.1. Adsorgédo

Imobilizagdo por adsorgdo & um método simpies que envolve interacées reversiveis
entre a superficie do suporte e as células e enzimas. As forcas envolvidas geraimente
sao eletrostaticas, como a forca de van der Waals e pontes de hidrogénio. Estas forcas
sao muito fracas, mas suficientemente grandes em numero para garantir razoaveis
ligagbes. Por exemplo, é sabido que as leveduras possuem uma superficie quimica
substancialmente carregada negativamente: portanto o uso de suportes carregados
com cargas positivas possibilita a imobilizacdo (Woodward, 1985).

O procedimento consiste em misturar o componente biolégico com um suporte com
propriedades de adsorgéo, sob determinadas condicbes de pH, forca idnica e por um
periodo de incubagao, seguida da coleta do material imobilizado € posterior lavagem

para remog¢ao dos componentes ndo adsorvidos.

Como vantagens deste método temos a pequena ou nenhuma alteragio nas
celulas ou enzimas, simplicidade, baixo custo, rapidez, ndo ocorréncia de mudancas
quimicas no suporte ou células e enzimas e reversibilidade, que permite a regeneracao
com novas células ou enzimas. A principal desvantagem é a perda de biocatalizador do
suporte. A desor¢cao pode ocorrer devido a mudangas de pH, temperatura e forga
ibnica. Algumas vezes, as células ou enzimas firmemente adsorvidas sao rapidamente
desadsorvidas como resultado de ligacGes do substrato, contaminantes e produtos de
reacao com o suporte. Fatores fisicos como taxa de alimentacdo do reator, agitacao,
abrasédo e impacto das particulas com a superficie do reator também levam a
dessorgdo (Toher, 1990).

3.5.2.2. Ligagdo Covalente

Este método envolve a formacédo de uma ligagado covalente entre a enzima ou

célula e o suporte material. As ligacdes s&o normalmente formadas entre 0S8 grupos
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funcionais presentes na superficie do suporte e grupos pertencentes a residuos de
aminoacidos da superficie da enzima. Os grupos funcionais de aminoacidos mais
frequentes envolvidos s&o o grupo amino (NH;), o grupo carboxila (CO,H), a hidroxila
(OH), e o sulfeto (SO) (Srere, 1976). Dentre os materiais usados como suporte temos a
celulose, dextrana (Sephadex), amido e agarose (Sepharose). O aclcar residual destes
polimeros contém grupos hidroxila, que s&o grupos funcionais ideais para a formacao
de ligagbes covalentes. Estes polissacarideos s&o suscetiveis ao ataque de microbios e
fungos e solventes organicos, que podem causar encolhimento do gel (Gemeneiner,
1992).

Para a imobilizag&o iniciaimente os grupos funcionais do suporte s&o ativados por
um reagente e posteriormente as enzimas e células s@o adicionadas para ocorrer a
ligacdo covalente.

3.5.2.3. Oclusdo em Géis

Consiste no aprisionamento das células entre as malhas de um polimero sintético
ou polissacarideo. A porosidade € controlada para garantir uma estrutura rigida
suficiente para prevenir perda de células ou enzimas e ao mesmo tempo permitir o livre
movimento de substrato e produto pelo interior do gel. O suporte age como uma
barreira a transferéncia de massa, e embora isto possa ser uma implicacéo em relacéo
a cinética da reacéo, isto pode trazer algumas vantagens como a prevencdo da

interagao do biocatalizador com contaminantes (O “Driscoll, 1978).

O entrelagamento pode ser obtido misturando-se o biocatalizador com um polimero
polidnico e entdo submetendo esta mistura a cétions multivalentes, em uma reacéo de
troca idnica, que forma uma malha polimérica com o biocatalizador no interior dos
espacos vazios. Os geis alginato de calcic e K-carragena e pectina citrica s&o os
polimeros mais utilizados para entrelagamento, entretanto o entrelagcamento em

alginato de calcio insolivel é reconhecidamente o mais rapido, ndo téxico, de baixo
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custo e versatil método de imobilizacdo de células (mais de 80% dos processos s&o
feitos utilizando aiginato) (Nedovic, 1997).

O alginato é extraido de algas marrom como Laminaria digiata e Macrocystis
pyrifera. E uma goma formada por unidades de acidos D-manurénico e L -gulurdnico
ligadas em 1-4, formando o acido alginico que néo ¢ soitvel em agua, mas cujos sais
de sédio, potassio e aménio o sio, enquanto que os de calcio ndo. E um polissacarideo
autodegradavel quando aquecido por tempo prolongado. A viscosidade aumenta z pH
abaixo de 4 e também pela presenga de ions de calcio ou cations polivalentes, com os
quais pode formar géis ou filmes (Bobbio, 1995). Esta propriedade é usada para o
entrelagamento de células vivas na sua matriz. O procedimento consiste na mistura das
células com uma suspensao de alginato de sédio e posterior mistura com uma solugédo
de cations divalentes como Ca™ . Através de uma reacgéo de troca ibnica é formado o

alginato de calcio, um gel que retém as células ou enzimas em seu interior,

3.5.2.4. Encapsulamento

A célula encontra-se fisicamente separada do meio de reagdo atraves de uma
membrana semipermeavel. Isto é obtido por microencapsulamento, que consiste na
preparagdo de um sistema emulsionado, onde a enzima ou célula fica aprisionada no
interior das micelas, ou ainda através de uma membrana fibrosa semipermeavel; neste
caso a célula é confinada numa dada regido da solucéo, retida pela membrana. Células
e enzimas ndo passam pela membrana, enquanto pequenas quantidades de produto e
substrato passam livremente. Muitos materiais variando de 10-100 pm de didmetro sao
usados como o nylon e o nitrato de celulose. Problemas relacionados com a difusao
sao maiores neste processo, podendo até ocorrer ruptura da membrana se houver
acumulo de produto devido a uma reagéo rapida (Kierstan, 1991).
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3.5.2.4. Ligacéo Cruzada (Floculagdo)

Este metodo consiste na unido das células ou enzimas entre si sem a necessidade
de um suporte, para formar uma estrutura grande e tridimensional, através de métodos
fisicos ou quimicos. Os metodos quimicos envolvem a formacéo de uma ligacao
covalente com um reagente bi ou multifuncional como o giutaraldeide & o tolueno
diisocianato. Métodos fisicos utilizam agentes de floculagdo como poliamidas,
poliestireno sulfonado e varios fosfatos, mas néo levam a altas densidades celulares
(Broun, 1976).

Existem linhagens de levedura que floculam naturalmente durante o processo
fermentativo. A floculagdo ainda pode ocorrer devido ao contato com gomas
sintetizadas pelas bactérias ou pelo contato de bactérias indutoras da floculagédo e
leveduras (Ludwig et al., 2001).

3.5.3. Producédo de Bebidas Alcodlicas

Ceélulas imobilizadas s&@o freglentemente utilizadas para a producdo de
metabdlicos especificos tais como enzimas e aminoacidos, alcoois, compostos
aromaticos, polissacarideos, pigmentos, produtos fermentados como cerveja, vinho,

sidra, vinagre, sake, e molho de soja.

Nedovik (1997) relata que o processo tradicional para produgéo de cerveja requer
aproximadamente 6 a 7 dias. Aumentando-se a concentracgéoc de células no reator é
possivel diminuir o tempo de fermentacido e conseqientemente aumentar a
produtividade volumétrica com a diminuicdo significativa do custo de producdo.
Utilizando células imobilizadas em alginato de calcio e um reator "air-lift", que permite
trabalhar com alta densidade celular e boa homogeneizacdo para maximizar a
transferéncia de massa, o tempo de fermentagdo foi drasticamente reduzido para 16

horas, sem diferencas sensoriais significantes da cerveja obtida pelo processo
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tradicional. O reator trabalhou por um periodo de 5 -rheses com as mesmas células sem
mudangas na viabilidade e produtividade. Este tipo de reator se mostrou mais eficiente
gue os de leito expandido e leito fluidizado devido ao maior contato do substrato com

as células.

Bardi et al. (19986) imobilizou uma linhagem de Saccharomyces tolerante ao fric em
pellets de gliten e realizou fermentacédo de suco de uva e glicose em fermentactes
batelada a 30, 15, 10, 5 e 0°C. A produtividade de etanol obtida a 15°C foi metade da
obtida a 30° C; a 10°C foi de aproximadamente 30% do que a 30°C, entretanto, para
cada temperatura as produtividades utilizando-se células imobilizadas foram bem
maiores que para as células livres. A temperatura de 10°C a produtividade do sistema
imobilizado foi sete vezes maior que a do sistema livre. O vinho obtido com as células
imobilizadas possuiu um maior teor alcodlico € uma menor acidez volatil: os preparados
a 10°C ficaram muito claros, ndo necessitando nenhum tratamento posterior de

clarificagéo.

Ferraro (2000) realizou fermentagdes seqiienciais de suco de uva nio esterilizado
inicialmente com Candida stellata imobilizada em alginato de calcio e posteriormente
com Saccharomyces cerevisiae livie em escala piloto para determinar a dinamica da
microflora de leveduras e sua influéncia no perfil sensorial do vinho. As leveduras nao-
Saccharomyces foram controladas pela adigio de SO, ao meio enquanto as linhagens
selvagens de Saccharomyces se mostraram presentes apos 3 dias de fermentagéo e
puderam competir com a linhagem inoculada. O metabolismo da levedura C. stellata
influenciou bastante o perfil analitico do vinho, levando a um aumento do teor de

glicerol (70%) e acido succinico em comparacéc com o processo tradicional.

Para a produgdo de sidra, Nedovic at al. (1999) utilizaram a levedura
Saccharomyces bayanus e a bactéria Leuconostoc oenos, imobilizadas conjuntamente
em alginato de célcio em um reator continuo de leito empacotado. Estes
microrganismos realizam as fermentagtes alcodlica € malo latica respectivamente do

suco de maga. O processo continuo permitiu uma fermentacdo mais rapida em
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comparagio ao processo batelada. Pelo ajuste do tempo de retencao foi possivel obter
um produto "seco” (sem ac¢lcar residual) ou "doce". O perfil de compostos volateis do
produto final foi modificado em relagdo ao processo batelada, especialmente em

relagao aos teores de alcoois superiores, acetato de isoamila e diacetil.

Bardi et al. (1997) realizou 43 fermentacdes batelada de mosto de uva utilizando
uma levedura tolerante ao frio imobilizada em celulose e 29 fermentacdes batelada a
varias temperaturas com leveduras imobilizadas em pellets de gliten. Também foi
realizada fermentagéo continua para este ultimo caso. No mosto fermentado foram
determinados os componentes volateis e os resuliados comparados ao sistema com
células livres. A levedura imobilizada levou a um aumento do teor de acetato de etila e
diminuigdo do teor de alcool amilico, quando a fermentacdo foi realizada a baixas
temperaturas em relagao as celulas livres, contribuindo para um aroma suave e frutado.
O teor de acetaldeido aumentou para as células imobilizadas, enguanto o de metanol
nao foi afetado, j& que sua formac¢@o néo esta correlacionada com o metabolismo da

levedura.



4. MATERIAIS E METODOS
4.1. EXPERIMENTOS DE FERMENTACAO
4.1.1. Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram obtidos na Destilaria de Aguardente Ipé,
municipio de S&o Jodo da Boa Vista - SP. Foram retiradas amostras do caldo em
fermentag&o apts 3 e 20 horas do carregamento da dorna. O processo de fermentacao
usado nesta destilaria € a batelada e as leveduras utilizadas sao "selvagens”, isto &,

provenientes da prépria cana de aglcar.

A separac@o e isolamento das leveduras foram realizados pelo CPQBA - Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Analiticas da Unicamp. Foram
isoladas seis linhagens principais, identificadas pela letra A, B, C, D, E, F, sendo trés da
fase inicial da fermentagéo e 3 da fase final, as quais foram mantidas em agar inclinado

YPDA (Yeast Extract Peptone Dextrose Agar) e repicadas periodicamente.

Para efeito comparativo utilizou-se a levedura comercial liofilizada Maury Y 904,
linhagem unica, especialmente isolada para a producdo de etanol, mantida sob

refrigeragao a 5°C.

4.1.2. Matéria Prima

O caldo de cana de aglcar (Saccharum officinarum L.) utilizado nos ensaios de
fermentagéo foi proveniente da variedade SP 813250, variedade esta que atinge seu
ponto de 6tima maturacéo entre os meses de julho a setembro, oriundo da Destilaria de

Aguardente Ipé&, S&o Jodo da Boa Vista - SP. O caldo de cana foi extraido em um (nico



terno de moenda, filtrado em um coador de malha para remocdo de bagacihos,

utilizado puro ou diluido convenientemente para utilizacao como substrato.

4.1.3. Fermentagbes

No inicio do trabalho,devido ausncia de informacgbes a respeito de suplementacao
para fermentagbes com caido de cana esterilizado, optou-se por usar a mesma
suplemtacao doDevido a experimentos realizados pelo Laboratério de Engenharia
Bioquimica — LEB — UNICAMP, - de fermentacdo de melaco de cana de aclcar para
producido de etanol suplementado somente com extrato de levedura e sulfato de
amdnio, onde obteve-se bons resultados, decidiu-se realizar o restante dos
experimentos com a mesma suplementag¢ao. As concentragdes de acgucares redutores
totais variaram de um experimento para o outro devido a cana de aglcar ser colhida em
diversas épocas do ano.

4.1.3.1. Preparo do Inéculo

O meio de cultura utilizado para o preparo do inoculo utilizou 0s compostos
mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Meio de cultura para preparc do indculo

Reagente Concentracao (g/L.)
Caldo de cana 8 Brix
KH.PO, 5
NH.CH 1,5
MgS04.7H,0 0,7
KCI 1,2
Extrato de levedura 5
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O pH foi ajustado para 4,5 com acido sulfirico concentrado.

O inéceulo foi preparado para cada uma das 7 leveduras em erlenmeyres aletados
de 500 mL contendo 200 mL de meio de cultura esterilizado em autoclave por 15
minutos a 121°C. A inoculagdo com as leveduras se deu em camara de fluxo laminar
(ambiente estéril) e os frascos foram colocados em um incubador rotativo a 150 rpm
durante 24 horas a 32°C.

4.1.3.2. Determinagéo dos parametros de fermentacgéo para células livres

Devido a falta de informagées a respeito de meios fermentativos para caldo de
cana esterilizado, as fermentacées com células livres foram realizadas utilizando-se a
mesma suplementagao do indculo. Devido a experimentos realizados pelo Laboratério
de Engenharia Bioguimica — LEB — UNICAMP, - de fermentacédo de melago de cana de
agucar para produgdo de etanol suplementado somente com extrato de levedura e
sulfato de amédnio, onde obteveram-se bons resultados, decidiu-se realizar o restante
dos experimentos com a mesma suplementacdo. As concentragdes de aglicares
redutores totais variaram de um experimento para o outro devido a cana de acglicar ser

colhida em diversas épocas do ano.

O meio de cultura utilizado para a determinacéo dos parametros de fermentagao

utilizou os compostos mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Meio de fermentacéo para determinacdo dos parmetros cinéticos para células livres

Reagente Concentracao (g/l)
Caldo de cana 18 Brix
KH2PO4 5
NH,CI 1,5
MgS0,4.7H20 0,7
KCI 1.2
Extrato de levedura 5

As fermentagbes para a determinacao dos parametros de fermentacdo foram

realizadas para cada levedura separadamente, utilizando-se 7 erlenmeyers aletados

com volume de 1 litro, contendo 400 mL do meio de cultura esterilizado em autoclave

por 15 minutos a 121°C. O pH foi ajustado para 4,5 com Aacido sulfurico concentrado.

Adicionaram-se 40 mL de inéculo para as leveduras isoladas na destilaria, 1 g/l para a

levedura Maury e mantiveram-se os frascos sob agitacdo de 150 rpm a 32 °C. Foram

retiradas amostras periédicas até 36 horas de fermentagio para a determinacao de

sacarose, glicose, frutose, glicerol, etanol @ massa celular.

4.1.3.3. Determinacdo dos componentes volateis

O meio de cultura utilizados para a determinacdo dos componentes volateis para

células imobilizadas apresentou a composicdo mostrada na Tabela 6.
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Tabela 6 - Meio de fermentacéo para determinacao dos componentes volateis

Componente Concentracao (g/L)
Caldo de cana 16 Brix
{NH4)280, 2,4
Extrato de levedura 1
CaCly 0,2

As fermentagbes para determinac&o dos componentes volateis utilizando células
imobilizadas foram realizadas para as seis leveduras isoladas separadamente, para
uma mistura das seis (Mix) e para a levedura de referéncia Maury, em erlenmeyers néo
aletados de 500 mL, contendo 200 mL do meio de cultura esterilizado mais 20 mL de
celulas imobilizadas no suporte. A quantidade de células imobilizadas foi obtida com o
auxilioc de uma proveta contendo agua, através do volume de liquido deslocado. O
cloreto de célcio na concentragio 0,5 g/l adicionado ao meio foi para evitar que as
esferas se desfizessem. Os frascos foram mantidos sob agitacéo de 150 rpm a 32 °C.
Apbs 24 horas de fermentacdc foram retiradas amostras de 100 mL de cada frasco
para determinagéo de acetaldeido, acetato de etila, metanol, n-propanol, isobutanol (2-

metil-propanol), alcool isoamilico (3 metil-1-butanol) e acidez volatil.

4.1.3.4. Determinagdo da temperatura de processo para as células

imobilizadas

Para a definicdo da temperatura escolheram-se 3 leveduras: a levedura B, que
apresentas caracteristicas de floculagao, a levedura C, nao-floculante e a levedura de
referencia Maury. Foram realizadas fermentagdes utilizando o meio de cultura mostrado

na Tabela 7.
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Tabela 7 — Meio de cultura para determinacéo da temperatura de processo

Componente Concentracgéo (g/L)
Caldo de cana 16 Brix
(NH4)2S04 24
Extrato de levedura 1
CaCl; 0,5

O meio foi esterilizado, o pH ajustado para 4,5 com acido sulfirico concentrado.
Utilizaram-se erlenmeyers de 1 litro contendo 400 mL do meio de cultura e 40 mL de
células imobilizadas. As temperaturas de estudo foram 30°C, 32°C, 34°C e 36°C.

Amostras foram retiradas de 2 em 2 horas até 24 horas para as determinagbes de
sacarose, glicose, frutose, glicerol e etanol.

4.1.3.5. Fermentacgéo continua e cultura de células para imobilizacéo

Os experimentos de fermentagdo para a obtengdo de massa celular para
imobilizac&o utilizaram o meio mostrado na Tabela 8.

Tabelz 8 — Meio de cultura para obtenga@o de massa celular

Componente Concentragao (g/L)
Caldo de cana 18 Brix
(NH4)2S04 2,4
Extrato de levedura 1
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O pH foi ajustado com acido sulfirico p.a. e o meio esterilizado a 121°C por 15
minutos.
Nos ensaios de fermentacdo continua a este meio foi adicionado CaCl; na

concentracéo de 0,5 g/l para que as esferas nao se desfizessem.

4.2. ESCOLHA DO SUPORTE PARA IMOBILIZACAO CELULAR

O método de imobilizagdo por oclusdao em géis € um dos mais usados por ser
simples, barato e de facil reprodutibilidade. Polissacarideos como a K-carragena,
pectina citrica e alginato de calcio sdo amplamente usados, sendo que este Ultimo

polimero € usado em cerca de 80 % dos processos de imobilizagao (Nedovic, 1997).

Com a finalidade de se obter um suporte estavel, resistente e que nao flutuasse no

meio fermentativo foram testados varios géis e combinacdes deles.

Utilizou-se como fonte de levedura a levedura comercial Maury, proveniente de um
mesmo lote, devido a sua facil disponibilidade e ser uma levedura especialmente
isolada para producao de etanol.

4.2.1. Estudos de Imobilizagdo em Alginato de Calcio

O entrelacamento em alginato de calcio é rapido, atdxico de baixo custo e versatil.
Na presenca de cations monovalentes o alginato forma sais soltveis em agua, mas na
presenca de cations polivalentes como Ca’™, Ba™, Sr'”, é formado um polimero inerte,

propriedade esta usada para a oclusdo de células vivas na matriz do alginato.

Foram preparadas 4 fragcbes de alginato de sédio de 100 mL nas concentractes

1%, 2%, 3% e 4% a quente. Apds resfriamento a estas solugdes foi adicionado sob
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intensa agitacdo 9 g da levedura comercial Maury dissolvidas em 50 mi de agua
destilada, levando a uma concentracdo final de 60 g/l. de células no gel.

A mistura foi entdo extrusada com o auxilio de uma bomba peristaitica Masterflex,
utilizando uma mangueira de silicone n® 16 {didmetro interno de 0,8 mm), através de um
pequenc orificio dentro de uma solugdo de cloreto de calcio 2% para promover ©
endurecimento do gel. O tamanho e a forma esférica das particulas formadas foi
regulado pela vazéo da bomba e pela altura do orificio de saida do gel em relaggo ao
nivel da solug&o de cloreto de calcio. Foi utilizado um agitador magnético para manter a
mistura gel + células homogénea e outro para dispersar as esferas formadas dento da
solucéo de cloreto de calcio, conforme mostra a Figura 5.

B s

Figura 5 - imobilizac8o celular por ocluséo em géis
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As esferas formadas foram lavadas com agua destilada para remogdo das células
nao entrelacadas, e mantidas por 24 horas a 4 °C em cloreto de calcio 2% para sua

estabilizagao antes de serem usadas na fermentacao.

4.2.2. Estudos de Imobilizagao em K-carragena

A solugdo de K-carragena possui a propriedade de se transformar em um gel
estavel sob determinadas condigdes na presenca de cations como K*. Esta propriedade

faz com que ela seja utilizada como suporte para células e enzimas,

Novamente prepararam-se fragdes de 100 mL de K-carragena nas concentragdes
1%, 2%, 3%, 4%, e 5%. Também foram preparadas 9 g de células dissolvidas em 50
mL de &gua como feito para o alginato.

A mistura foi entdo extrusada em uma solucdo de cloreto de potassio 20 g/l e
cloreto de calcio 0,2 g/l com o auxilio do mesmo dispositivo utilizado para o alginato.
Utilizamos o cloreto de céicio juntamente com o cloreto de potassio pois a presenca de
ions calcio no meio de fermentagdo pode causar o encolhimento dos géis se estes
cations nao estiverem presentes durante o processo de imobilizacdo (Bickerstaff,
1995).

4.2.3. Estudos de Imobilizacdo em Pectina Citrica

A imobilizaggdo em pectina foi realizada de maneira idéntica ao alginato; porem as

concentragdes de pectina utilizadas foram 2%, 3%, 4%, e 5%.

48



4.2.4. Estudos de Imobilizagdo em Alginato de Calcio + Didxido de

Titanio

Com a finalidade de se obter um suporte com densidade superior ao alginato puro
foi adicionado diéxido de titanio ao alginato para imobilizagio. Kesava et al. (1996)
verificou que a adicdo de 4% de Fe,0; a solugio de pectina 4% e o uso de borax
juntamente com a solugéo de cloreto de calcio no processo de cura do gel reduziu
drasticamente a quantidade de esferas que flutuavam durante a fermentacao de glicose
em um reator de leito expandido. Em nossos testes optamos pelo diéxido de titanio

devido a seu custo ser bem inferior ao éxido de ferro.

As concentragbes de alginato foram de 1%, 2%, 3% e 4%. Para todas as
concentragGes de alginato foi utilizado 4% de TiO,. Foram preparadas 4 fracoes de 150
mlL utilizando-se a mesma quantidade de leveduras usadas para o alginato puro. O

processo de extruséo foi idéntico ao do alginato puro.

4.2.5. Estudos de Imobilizagdo em Alginato de Célcio + K-carragena

Gardin (2001) utilizou K-carragena conjuntamente com gelatina para imobilizacéo de
comunidades de microrganismos aerdbicos e anaerdbicos para a degradagéo de 2,4 ,6-
triclorofenol em condigdes de limitagdo de ar. A gelatina foi consumida pelos
microorganismos, deixando o gel poroso, o que facilitou a saida dos gases formados

pela atividade microbiana e evitou a flutuacéo das esferas.
O alginato de célcio e a K-carragena foram utilizados conjuntamente com o objetivo

de reproduzir o mesmo efeito obtido por Gardin. Utilizaram-se as concentragdes
expressas na Tabela 9.
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Tabela 9 — Concentracdes de alginato de calcio e K-carragena

Concentractes (%)

Alginato K-Carragena
2 0,2

0.4

0.6

0,8

0.4
0,8

BN NN

A K-carragena e o alginato foram dissolvidos conjuntamente em agua destilada
qguente e posteriormente foi adicionada a levedura como descrito nos processos
anteriores. A extrusdo foi realizada dentro de uma solugéo contendo somente cloreto
de calcio 2%. Apds a formacéo do gel o mesmo foi colocado dentro de erlenmeyers
contendo nova solug&o de cloreto de calcio 2 % e mantidos sob agitacdo em Shaker a
150 rpm e 40 °C por 24 e 48 horas. Este processo levou a dissolugdo da K-carragena
contida nas esferas, deixando espagos vazios para facilitar o desprendimento de gases
durante o processo de fermentacéao.

4.2.6. Estudos de Imobilizacéo em Alginato de Calcio + Oxido de

Aluminio

Inicialmente foram dissolvidos 6 g de alginato de sddio em 200 mlL de agua
destilada a quente. Apos o resfriamento foi adicionado a esta solugdo 18 g de
leveduras dissolvidas em 100 mL de agua destilada para se obter uma solugdo de
alginato de sodio com 60 g/L de leveduras. Foram entdo tomadas 4 aliquotas de 60 mL
e adicionado 3g, 6g, 99 e 12 g de 6xido de aluminio para aumentar a densidade das
esferas. A mistura foi entao extrusada conforme descrito anteriormente para o alginato
puro, lavadas com agua destilada e armazenadas em solug&o de cloreto de calcio 2% a

4°C ate serem usadas nas fermentagdes.
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4.2.7. Fermentagdes Utilizando os Diferentes Suportes

Apobs a imobilizagdo nos diferentes suportes foram realizadas fermentagdes para
verificar se as esferas formadas flutuavam no meio de cultura. As fermentagdes foram
realizadas em erlenmeyers de 500 mL nao aletados, contendo 200 mL do meio de
cultura descrito na Tabela 8, esterilizado a 121°C por 15 minutos. Para a pectina citrica
€ alginato de célcio foi adicionado ao meio de fermentacado 0,5 g/L. de cloreto de calcio
e para os geis de K-carragena, 0,5 g/L de cloreto de potassio para evitar gue as esferas
se desintegrassem. Em cada erlenmeyer foram adicionados 20 mL de células aderidas
ao suporte e mantidos a 150 rpm e 32°C por 24 horas.

4.3. OBTENGAO DE CELULAS PARA IMOBILIZACAO

Para a obtengdo das células a serem imobilizadas adotou-se o seguinte

procedimento:
a) Indculo
O inoculo foi preparado da mesma forma que no item 4.1.3.1
b) Meio de fermentacéo

O meio de fermentagao consistiu em caldo de cana 18 Brix enriquecido com 1g/L de
extrato de levedura e 2,4 g/L de sulfato de aménia esterilizado a 121°C por 15 minutos
em autoclave. A inoculagéio seguiu 0 mesmo procedimento utilizado nas fermentacdes
para obtengdo dos parametros cinéticos. O volume de meio fermentativo utilizado foi
definido em func@o da quantidade de massa celular que se desejava obter,levando em
conta os resultados obtidos na analise dos parametros cinéticos. A fermentacao foi
realizada em erlenmeyers de 1 litro com 400 mL de meio fermentativo em cada um, a
150 rpm e 32°C por 30 horas.
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¢) Separacao das células

O caldo fermentado foi centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos a uma temperatura
de 5°C em centrifuga Sorvall modelo RC-5C para a separacéo das células.

Apos esta centrifugacéo as células foram ressuspendidas em agua destilada para
retirar os aglucares n&@o convertidos e centrifugadas novamente por 10 minutos. O
material obtido foi imediatamente utilizado para imobilizacéo.

4.4. REATORES UTILIZADOS

4.4.1. Fermentacédo Batelada

A fermentagéo batelada se deu em erlenmeyers de volume 1 litro contendo 400 mL
de meio e 40 mL de esferas a 34°C e 125 rpm por 24 horas. Usaram-se erlenmeyers
em quantidade suficiente para se obter 8 litros de caldo fermentado.
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4.4.2. Reator tubular de Leito Empacotado |

> 4
2 Y€ 1
1- Alimentagao 4- Saida de fermentado
2- Bomba peristaltica 5- Entrada de &gua de refrigeracdo
3- Reator de leito empacotado 8- Saida de agua de refrigeracéo

Figura 6 — Esquema do processo utilizando um reator tubular de leito empacotado
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4.4.3. Reator Tubuiar de Leito Fluidizado

> 4
.“........._._....__> 6
2 1
1- Alimentacao 4- Saida de fermentado
2- Bomba peristaltica 5- Entrada de agua de refrigeracéo
3- Reator de leito fluidizado 6- Saida de agua de refrigeracio

Figura 7 — Esquema do processo utilizando um reator tubular de feito fliuidizado
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4.4.4. Reator Tubular de Leito Fluidizado com Reciclo

10
A
'
4
p 6
Y
v
8
2 4

1- Alimentacéo 6- Saida de agua de refrigeracéo
2- Bomba centrifuga 7- Tanque pulmao
3- Reator de leito fluidizado 8- Bomba peristaltica de duplo cabecote
4- Saida de fermentado 9- Saida de fermentado
5- Entrada de agua de refrigeracéo 10- Saida de gases

Figura 8 — Esquema do processo utilizando um reator tubular de leito fluidizado com reciclo
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4 4.5 Reator de Mistura Continuo de Cesto

7 8 <
A Y \
9
F L [ /j/
‘—uﬁ A — e e e e e 1—- ——————— ' ————— ﬁ
.
- (32
1- Reator de vidro 6- Saida do fermentado
2- Cesto de aco inox com aletas 7- Entrada da agua de refrigeracao
3- Agitador magnético 8- Saida da agua de refrigeragéo
4- Bomba peristaitica 8- Tampa de borracha
5- Alimentacao 10- Nivel de liquido

Figura © — Esquema do processo utifizando um reator de Mistura Continuo com as células imobilizadas

retidas no interior do cesto
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4.4.6. Reator de Mistura Continuo com Recicio

4 n ?
7 8 <
A A
11
e |
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Y
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1 12
2 5
SivmIREFESE LES N RS ES RS DT T TN PEY L] 4
P—— 9
1- Reator de vidro 7- Entrada da agua de refrigeracao
2- Tela de aco inoxidavel 8- Saida da agua de refrigeracéo
3- Agitador magnético 8- Bomba centrifuga
4- Bomba peristaltica 10- Nivel de liquide
5- Alimentacdo 11- Tampa de borracha
6- Saida do fermentado 12- Vazéo de recirculagéo

Figura 10 -~ Esquema do processo utilizando um reator de mistura continuo  com reciclo. As células
imobilizadas ficam livres no meio e separadas do agitador por uma tela de ago inoxidavel.
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4.4.7. Reatores de Mistura Continuos com Reciclo em Série
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1- Alimentacéo 7- Saida da agua de refrigeracéo
2- Bomba peristaltica 8- Saida de fermentado ~ 1° reator
3- Bombas cenirifugas 8- Saida fermentado - 2° reator

4- Reatores de vidro 10- Recirculacéo de meio

5- Agitador magnético 11- Tela de aco inoxidavel

6- Entrada da agua de refrigeracao

Figura 11 - Esguema do processo utilizando 2 reatores de mistura continuos com reciclo em série. As
células imobilizadas ficam livres no meio e separadas do agitader por uma tela de ago inoxidavel.
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4.5. DESTILACAO

A destilagdo do caldo fermentado foi realizada em um destilador similar ao
utiizados nas destilarias de cachaca artesanal. O equipamento é inteiramente
construido em cobre, volume Util de 8 litros, aquecido com fogo direto e condensador
em forma de espiral refrigerada com agua corrente (Figura 12).

Na determinagéo dos componentes volateis ndo foi separada a fragéo “cabeca” do
destilado. Estabeleceu-se que 0s produtos finais obtidos em todos os processos
deveriam apresentar um teor alcodlico da ordem de 44 + 1% em volume, a 20°C. Para
isto o destilado foi recothido até que o teor alcodlico atingisse 48 + 1% e posteriormente
foi realizada a diluigo com &gua destilada até o valor desejado. A verificacdo dos
teores alcodlicos durante o processo de destilacéo foi efetuada com a ajuda de um
refratdmetro.

Figura 12 - Destilador (alambique) utilizado para producéio da aguardente.
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4.6. METODOS ANALITICOS

4.6.1. Concentracdo de Células Totais e Viaveis

A concentracdo de células totais em base seca foi realizada por gravimetria.
FracGes de 10 mL do meio fermentado foram retiradas e centrifugadas por 15 minutos
a 10000 rpm e 5°C. A massa celular decantada foi ressuspendida em agua destilada e
centrifugada novamente por 10 minutos a 10000 rpm e 5°C. O material sedimentado foi
transferido para frascos previamente tarados e secos em estufa a 70°C até peso

constante.

A concentracdo de células viaveis foi determinada através de microscépio 6tico e

camara de Newbauer. O corante utilizado foi o azul de metileno.

4.6.2. Concentracbes de Sacarose, Glicose, Frutose, Glicerol e Etanol

As concentrages de agucares redutores, glicerol e etanol foram determinadas por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), composta pelos seguintes

equipamentos:

s Um injetor automatico Varian 9095

» Uma bomba ternaria VARIAN 9010

+» Um forno Spark Holland 99

+ Um detector de indice de refragdo R14

» Software para aquisi¢do e processamento de dados Millenium Chromatogrphy
Manager v. 2.1

¢« Coluna marca Aminex modelo HPX 80 H
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Como eluente foi utilizada agua ultrapura obtida de um sistema de purificagéo
compacto Milli-Q Plus com pH ajustado a 1,6 com acido sulfurico p.a.. Esta agua foi
degaseificada durante 20 minutos num banho ultra-som Eurosonics modelo SX-20. A
vazao de eluente foi de 0,7 mL/minuto e a coluna mantida a 30°C.

Foram utilizados como padrdes solugdes coquetel de sacarose, glicose, frutose,
glicerol e etanol nas concentragdes de 0,01% a 04%. As amostras foram
convenientemente diluidas com agua Milli-Q e filtradas em filiro de didmetro 0.22

antes de serem injetadas no sistema. O volume injetado foi de 0,98 pL.

4.6.3. Componentes Volateis

Para a determinacdo da acidez volatil as amostras foram destiladas por arraste a
vapor em um destilador marca Gilbertini e tituladas com solugdo 0,1 N de hidréxido de
sodio e fenolftaleina como indicador.

A determinacdo do grau alcodlico foi realizada em um densimetro digital A.Paar
modeto DMA 48.

O acetaldeido, acetato de etila, metanol, n-propanol, iso-butanol e alcool isoamilico
foram quantificados por cromatografia gasosa utilizando um cromatégrafo a gas marca
Shimadzu modelo CG-17-A, com auto injetor modelo AOC — 20i, detector de ionizagéo
de chama (FID) e coluna capilar DB-WAX (30m x 0,25 mm x 0,25um). As seguintes

condi¢bes analiticas foram utilizadas:

 Temperatura do injetor; 180°C

e Temperatura do detector; 190°C

e Programa de temperatura:  40°C 4 minutos
32°C/min. até 120°C (0,6 min.)
25°C/min. até 180°C (0,5 min.)
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+« Tempo total da corrida: 10 minutos
¢« (Gas de arraste: Nitrogénio e ar sintetico a vazao de 1,4 mL/min
« Divisao de fluxo (split); 1:15

¢ Volume injetado: 1,0 uL

Os compostos foram quantificados utilizando a técnica do padréo externo; os
padroes foram preparados em solucdo de etanol 4% e 40% v/v, utilizando-se 5 valores
para cada componente.

4.6.4. Acucares Redutores Totais (DNS) (Miller, 1959).

Durante as fermentac¢des continuas o teor de ART foi monitorado pelo método do
DNS, devido a sua rapidez.

A reacdo de DNS com acgucares redutores produz uma coloracao amarela, cuja
intensidade € proporcional & concentracdo de acgucares reduiores presentes na
amostra.

Para determinar os acglcares redutores totais, faz-se a inversao da sacarose por
hidrolise acida. Adiciona-se 1 mL de HCI 2N a 1 mL da amostra convenientemente
diluida, coloca-se em banho em ebuligdo por cinco minutos, e apés e resfriamento em
banho de gelo adiciona-se 1 mL de NaOH 2N (para neutralizar a amostra) e

determinam-se 0s agucares redutores totais da amostra.

O meétodo consiste na reagdo de 0,5 mL de amostra diluida {concentragdo de
acucares redutores deve ser entre 0.3 e 3 g/l.) com 0,5 mL de reagente DNS (Tabela
10), aguecendo-se em banho a 100°C por 5 minutos. Resfria-se imediatamente em
banho de gelo e adicionam-se 8 mL de solucéo de tartarato duplo de sédio e potassio
(11,25 g/L), para estabilizar a cor. Agita-se bem o tubo para homogeneizar ¢ contetdo
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e faz-se a leitura da absorbancia a 540 nm. O branco & feito peia substituico da
amostra por agua destilada.

Tabela 10 —~ Componentes do reagente DNS

Componente Quantidade
Agua destilada 1416 ml
Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) 10,16 g
NaOH 19,80 g
Fenol (fundido a 50°C) 7,60 mi
Metabissulfito de sodio 8,32¢g

A curva padréo € obtida aplicando-se o método em amostras de sacarose com
concentragdes entre 0,3 e 3 g/l.

4.7. PARAMETROS DE FERMENTAQAO
4.7.1. Velocidades:

As velocidades de consumo de substrato, formacdo de produto e producao de

biomassa podem ser descritas pelas seguintes equagées:

¢ Velocidade de consumo de substrato (rg):

S
=— (1)

Fs

+ Velocidade de formagao de produto (rp):



dP
= — @)

e Velocidade de produgao de biomassa (ry):

dX

s
X
A velocidade especifica de crescimento (u) € descrita como:

_1dX _ry
# X d X “)

Integrando-se a equagdo acima e assumindo-se que quando u = pmax, p é

constante, obtemos:

| X
Hia 1= Ln}“;" (5)

A equacdo acima € similar a equacado de uma reta (y = ax + b). Portanto

plotando-se L.n X/Xo em fungao do tempo obtemos o coeficiente anguiar b = umax.

4.7.2. Parametros estequiométricos

e Rendimento de subsirato em biomassa:
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yo_dx
Y% ds ©

ou, para intervalos de tempo definidos, tem-se:

¥ AXbe—Xf
Vs AS S-S, @)

Rendimento de produto em biomassa

dxX
Y,, =
Yo dp (®)

ou, para intervalos de tempo definidos, tem-se:

% AP PP ©

Rendimento de substrato em produto

dP
Y% *“C}E (10)

ou, para intervalos de tempo definidos, tem-se:
V. = AP _ P 7 ~ I,
b, = =
75 AS S-S, a
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Onde Si, 8f, Pi, Pf, Xi, Xf s&o as concentraces iniciais e finais de substrato, produto
e biomassa respectivamente

4.7.3. Produtividade

A produtividade € definida como a quantidade de etanol produzido por unidade de
volume por unidade de tempo:

F

PYE“;'PED‘P (12)

onde D & a taxa de dilui¢cdo e P a concentragéo final de produto.

4.7.4. Rendimento

O rendimento pode ser definido como a quantidade de etanol produzida pela
fermentago alcodlica em relacdo a quantidade que pode ser convertido em alcool pela
multiplicacdo do valor estequiométrico de 0,511 g/g (Eq. De Gay-Lussac: 51,1 g de
etanol/100 g de glicose). '

P

Rend = ——m——
S,-0,511 (13)

P = concentragéo final de produto

Sy = concentracao inicial de substrato
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4.7.5. Conversédo

A conversao ¢ definida como a quantidade de substrato consumida em relagéo a
quantidade de substrato inicial presente no meio de fermentacéo:

S, (14)

Onde So e S s&o as concentracbes iniciais e finais de substrato respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. FERMENTACAO COM CELULAS LIVRES

A seguir estado apresentados os resultados obtidos através de experimentos
realizados em sistema batelada para células livres na temperatura de 32°C, na forma
de tabelas e na forma grafica. As amostras foram retiradas periodicamente de duas em
duas horas até o tempo fotal de 36 horas para determinagéo do consumo de aglicares
redutores totais (sacarose, glicose e frutose), da formacéo de etanol e glicerol, de
massa seca e do acompanhamento da viabilidade celular.
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Tabela 11 - Dados experimentais do processo batelada com células livres para a levedura A

Viab.

Tempo (h) Xt (%) Xv S P Sac. Glic. Frut. Gl
0 0,44 100,00 044 174,82 3,68 9414 4404 3664 0,00
2 2,39 100,00 2,39 154,52 7,11 6569 44,19 4464 0,00
4 3,25 100,00 3,25 13522 1642 50,39 42,76 42,07 0,00
8 4,18 100,00 4,18 114,52 2328 4269 29,91 41,92 0,00
8 462 100,00 4562 9515 37,44 4982 1568 2966 0,00
10 497 100,00 497 67,16 54,67 4744 480 14,93 127
12 6,71 100,00 6,71 4337 6245 3756 165 4,17 297
14 7,00 99,60 6,97 3467 64,91 30,19 122 326 340
16 9,83 9940 977 2208 6934 19,15 057 236 345
18 9,95 9940 9,89 1381 76,57 12,70 000 112 3,58
20 10,15 99,30 10,08 9,00 7807 855 0,00 045 4,18
22 10,86 9920 10,78 5,23 8263 523 0,00 000 385
24 10,91 98,50 10,75 4,30 8332 430 000 000 365
27 10,98 9850 10,82 240 8124 240 000 000 358
30 10,88 98,10 1067 160 8293 160 0,00 000 3,57
33 10,54 97,90 10,32 0,98 82,01 098 0,00 000 421
36 10,74 98,00 10,53 0,00 8160 0,00 000 0,00 4,04

Xt - Células totais; Viab. -~ viabilidade celular: Xv Células viaveis totais; S — Aglicares Redutores Totais; P
- Etanol; 8 - Sacarose; Glic. — Glicose: Frut, — Frutose; Gli — Glicerol,
Concentrages em g/L
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Tabela 12 - Dados experimentais do processo batelada com células livres para a levedura B

Tempo Viab.
(h) Xt (%) Xv S P Sac. Glic. Frut. Gli.
0 0,73 100 0,73 172,88 1,92 8556 4569 4163 0,00
2 2,44 100 244 14810 7,37 67,34 40,55 40,21 0,00
4 4,01 100 401 133,256 13,69 57,71 3552 40,02 0,00
6
8

3,74 100 3,74 11112 2164 4451 2728 3933 0,00

4,51 100 451 8974 3819 48,07 14,02 2765 151
10 5,54 100 554 6197 5233 4437 463 1270 3,14
12 9,86 100 9,86 4184 6474 3720 101 363 373
14 6,59 100 6,59 3048 66,71 26,57 095 296 325
16 8,46 100 846 1988 7366 1721 043 224 385
18 936 996 932 1167 7712 1096 000 071 3,89
20 84 - 996 93 776 8015 757 000 019 3,89
22 1027 995 1022 514 7995 514 000 000 372
24 10,28 989 10,16 353 8360 353 0,00 000 374
27 1028 985 10,13 2,03 8283 203 000 000 3,90
30 10,32 985 1017 121 8360 121 0,00 000 438
33 10,35 981 1015 064 7992 064 000 000 455
36 10,35 981 10,15 089 7992 089 0,00 0,00 489

Xt - Células totais; Viab. — viabilidade celular; Xv Céiulas vidveis totais; § — Acglicares Redutores Totais: P
- Etanol; S — Sacarose; Glic. — Glicose; Frut, - Frutose; Gl — Glicerol.
Concentracdes em g/l
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Tabela 13 — Dados experimentais do processo batelada com células livres para a levedura C

Tempo Viab.
(h) Xt (%) Xv S P Sac. Glic. Frut. Glic
0 0,57 100 0,57 17560 349 9224 4142 4194 000
2 0,99 100 099 16905 642 91,38 3823 3944 0,00
4 1,93 100 1,893 16261 6,27 86,01 36,54 4006 0,00
6 1,94 100 1,894 127,73 2291 80,94 1963 27,16 0,00
8 2,57 100 2,57 10583 34,88 79,78 13,17 12,89 1,78

i
(o]

3,28 100 328 80,25 4093 5953 977 10,91 239
12 3,92 100 392 64,08 52,71 4152 9,92 1264 346
14 5,2 100 520 42,38 56,57 2762 626 8,51 3,87
16 5,35 100 535 3808 6303 2550 48 7,72 391
18 7,13 100 7,13 26,09 7059 1471 3,8 7,53 4,00
20 7,58 100 7,58 19,01 7373 1245 157 499 379
22 803 996 800 1288 7582 996 000 293 408
24 8,39 99,1 8,31 896 7758 722 0,00 175 4,16
27 857 991 850 428 7569 395 0,00 0,33 4,02
30 887 988 876 237 8228 237 000 000 3.89
33 9,06 988 8,95 1,13 8215 113 0,00 000 4,29
36 916 986 9,04 1,28 8220 128 0,00 0,00 4,70

Xt Células totais; Viab. — viabilidade celular: Xv Células viaveis totais; S — Aglicares Redutores Totais; P
— Etanol; S — Sacarose,; Glic. ~ Glicose: Frut. — Frutose; Gli — Glicerol.
Concentractes em g/l
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Tabela 14 — Dados experimentais do processo batelada com céluias livres para a levedura D

Tempo Viab.
(h) Xt (%) Xy S P Sac. Glic. Frut. Glic
0 0,76 100 0,76 173,99 398 66,64 5247 54,88 0,00
2 1,96 100 1,96 156,56 7,21 51,60 5147 53,49 0,00
4 3,05 100 3,086 13820 1501 3358 4961 5501 0,00
6 3,26 100 3,26 110,06 22,88 2555 3461 4990 000
8 4.06 100 4,06 80,62 4277 2289 1844 39,30 178

—_
[

4,65 100 465 50,66 57,24 2027 589 2451 349
12 5,81 100 581 2576 6862 2112 000 465 429
14 6,63 100 6,63 2248 73,57 19,76 0,71 2,01 4,18
16 8,08 100 8,08 2027 7559 1802 0,38 189 425
18 8,37 100 837 1588 7400 1495 000 0,93 4,54
20 935 998 933 1508 7304 1387 000 122 4730
22 10,02 996 998 1253 7412 1216 0,00 037 410
24 1022 995 10,17 1155 7568 11,30 000 0726 425
27 10,34 995 10,29 1025 76,06 10,03 000 022 461
30 10,56 991 10,47 967 7569 940 000 027 449
33 10,7 988 1057 919 7609 890 0,00 029 430
36 1094 986 10,79 836 76,95 830 000 0,08 451

Xt - Células totais; Viab. - viabilidade celular; Xv Células vidveis totais: S — Acucares Redutores Totais; P
— Etanol; 8 - Sacarose; Glic. — Glicose; Frut. — Frutose: Gli ~ Glicerol.
Concentragdes em g/l
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Tabela 15 - Dados experimentzis do processo batelada com células livres para a levedura E

Tempo Viab.
(h) Xt (%) Xv S P Sac. Glic. Frut. Gli.
0 0,50 100,00 0,50 174,12 354 107,12 34,68 32,32 0,00
2 1,49 100,00 149 15624 720 57,72 31,18 32,73 0,00
4 1,53 100,00 1,53 130,13 11,64 41386 2481 2866 0,00
8
8

2,12 100,00 2,12 112,50 14,94 4576 28,23 3851 0,00

2,73 100,00 2,73 9507 3509 4249 18,28 34,30 1,54
10 328 100,00 328 62,90 44,38 2935 906 2449 276
12 4,00 100,00 4,00 3645 66,05 28,32 057 757 41
14 440 100,00 440 2381 6910 2043 078 260 425
16 6,15 100,00 6,15 1558 7423 1346 029 1,83 443
18 7,12 9920 7,07 935 80,18 8,90 0,00 045 471
20 7,86 9920 7,79 597 7575 597 0,00 0,060 4,03
22 847 9900 838 430 7967 430 0,00 0,00 4585
24 903 99,00 894 333 8002 333 000 0,00 475
27 8,83 98,70 8,71 1,88 8062 188 000 000 423
30 969 09850 9,55 1,38 81,55 1,38 0,00 0,00 483
33 967 9820 950 048 8209 048 0,00 0,00 4,71
36 10,02 9820 9,84 042 81,73 042 0,00 0,00 442

Xt - Células totais; Viab. ~ viabilidade celular: Xv Células viaveis totais; S - Aguicares Redutores Totais; P
~ Etanol; S - Sacarose; Glic. - Glicose; Frut. — Frutose: Gli — Glicerol.
Concentracdes em g/L
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Tabela 16 ~ Dados experimentais do processo batelada com celulas livres para a levedura F

Tempo Viab.
(h) Xt (%) Xv S P Sac. Glic. Frut. Gli.
0 0,37 100 037 17365 365 8900 4139 4326 0,00
2 1,50 100 1,50 156,34 6,33 83,49 3720 35,65 0,00
4 1,75 100 175 147,03 10,93 64,15 40,35 4253 0,00
6 2,04 100 2,04 13390 1743 5065 32,64 3664 0,00
8 2,66 100 2,66 12628 20,92 4925 3338 4365 0,32

i
<

2,97 100 2,97 10396 28,65 3350 27,96 4251 1,17
12 3,41 100 341 8380 4086 26,73 19,33 37,74 2,36
14 3,76 100 3,76 63,18 4570 20,87 1234 2997 339
16 4,51 100 451 29,17 6456 1189 354 13,74 3,18
18 5,30 100 530 2555 71,87 1270 229 1056 308
20 5,61 100 561 1284 7110 909 026 349 3,49
22 572 989 572 974 7799 7.10 000 2865 502
24 670 997 668 623 7948 4099 000 124 558
27 7,03 997 701 264 8122 245 000 019 553
30 7,55 985 751 121 8206 121 000 000 568
33 7,75 992 768 000 8225 000 000 0,00 5,51
36 7,84 992 777 0,00 8235 0,00 000 000 557

Xt — Células totais; Viab. ~ viabilidade celular: Xv Céluias viaveis totais; S — Aglicares Redutores Totais: P
- Etanol; 8 - Sacarose; Glic. - Glicose: Frut, — Frutose; Gli ~ Glicerol.
Concentragdes em g/l
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Tabela 17 — Dados experimentais do processo batelada com células livres para a levedura Maury

Tempo Viab,
(h} Xt (%) Xv S P Sac. Glic.  Frut. Gli.
0 1,00 100,00 1,00 190,50 0,00 161,75 17,19 11,56 0,00
2 2,12 100,00 2,12 15581 11,78 37,32 58,38 60,11 0,00
4 2,95 100,00 295 134,86 2062 0,00 6234 7252 0,00
6
8

3,56 100,00 3,56 104,17 30,177 0,00 4383 60,34 0,00

4,80 10000 480 9426 4181 000 3466 5960 1,15
10 5,33 100,00 533 685 5216 0,06 19,79 4872 237
12 5,95 100,00 595 4362 6885 0,13 738 3612 3,24
14 6,49 9980 648 2715 7496 0,39 239 2437 328
16 7,73 9940 768 2098 7930 0,70 320 17,09 3,46
18 852 9940 847 375 899 0,16 000 359 388
20 991 9910 982 133 9122 052 0,00 0,81 3,51
22 991 9910 9,82 041 9332 041 0,00 000 3,51
24 985 9810 976 024 9381 024 000 000 340
27 997 9790 976 020 8519 020 000 0,00 364
30 997 9790 976 023 9133 023 000 000 346
33 998 9750 973 029 9122 029 000 000 335
36 10,01 9780 9,79 000 9130 000 000 000 3865

Xt -- Celulas totais; Viab. — viabilidade celular; Xv Células viaveis totais: S — Acticares Redutores Totais; P
~ Etanol; S - Sacarose; Glic. - Glicose; Frut. - Frutose; Gli ~ Glicerol.
Concentracbes em g/l
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Com o auxilio das figuras 13 a 23 e das tabelas 10 a 16 pode-se verificar que 0
processo fermentativo batelada com células livres tem um tempo de duragdo médio de
aproximadamente 30 horas, e que durante este processo, ocorre o0 consumo de
substrato para a formagédo de produto e biomassa. As excessdes sdo0 as leveduras
Maury, que apresentou um residual de aclcar de 1,33 g/l com apenas 20 horas de
processo, e a levedura D que apresentou um residual de acucar de 9,19 g/L com 36
horas de fermentacédo. Isto ocorre pois a levedura D foi isolada aleatoriamente do caldo
em fermentacdo da destilaria de aguardente e a levedura comercial Maury é

especialmente selecionada para a produgéo de etanol.

Com relagao & producdo de etanol destacamos também as duas leveduras como
maiores € menores produtoras. A viabilidade celular alcangada nos processos
permanece quase que 100% durante toda a fermentagdo tendo uma ligeira queda ao

final do processo, n&o ficando inferior a 97%
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5.1.1. Parémetros de Fermentacéo

Na tabela 18 s@o apresentados os valores das condicées iniciais e finais de
concentragdo de biomassa total e viavél, concentragéo de aglcares e etanol para as
sete leveduras estudadas.

Tabela 18 — Quadro geral do processo batelada para céluias livres

Condicao Inicial Condig&o Final
Levedura So Po Xov S P Xv
A 174,82 3,68 0,44 0,00 81,60 10,74
172,88 1,92 0,73 0,88 79,92 10,15
175,60 3,49 0,57 1,28 82,20 9,04

173,99 3,98 0,76 8,36 78,95 10,79
174,12 3,54 0,50 0,42 81,73 9,84
173,65 3,65 0,37 0,00 82,35 7,77
M 190,50 0,00 1,00 0,00 91,30 9,80

So, Po, Xov: concentragdes em g/t iniciais de ART, Etanol e Células Viaveis

m m O O W

§ P X, concentracdes em g/L finais de ART, Etanol e Células Viaveis

Pela analise da tabela 18 verificamos que as leveduras A, F, e M consumiram todo
o aglcar presente no meio fermentativo. A levedura D foi a que apresentou menor
consumo de substrato e também menor quantidade de etanol produzida (76,09 g/L). A
quantidade de etanol inicial é devido a parte deste composto estar presente no inéculo
que foi utilizado para as fermentagbes. A concentragéo inicial de ART é maior para a

levedura M pois o caldo foi inoculado com esta levedura na forma liofilizada.

A tabela 19 apresenta os resultados dos parametros fermentativos para as sete
leveduras.
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Tabela 19 ~ Parametros fermentativos para obtidos com a fermentacgéo utilizando células livres

Levedura Y p/s (g/g) Yx/s (0/g) Yx/p (g/g) Pr.(g/L.h) Rend.(%) Conv.(%) Hmax (h™

A 0,446 0,059 0,123 2,164 87.4 100,0 0,081
0,454 0,055 0,124 2,167 88,5 99,5 0,082
0,451 0,049 0,108 2,186 87,7 99,2 0,105
0,440 0,061 0,140 2,003 82,1 95,2 0,083
0,450 0,055 0,122 2,171 87,8 99,7 0,099
0,453 0,043 0,094 2,186 88,9 100,0 0,075
M 0,476 0,047 0,099 2,622 03,2 100,0 0,084

Pr.: Produtividade; Rend.: Rendimento; Conv.: Converséo

mom O O W

As leveduras A, B, C, £ e F apresentaram valores de Yp/s muito préximos, da
ordem de 0,45 g/g. A levedura D, que teve o valor mais baixo para conversao
apresentou um valor de Yp/s de 0,440 g/g. A levedura Maury apresentou o maior valor
de Yp/s, 0,476 g/g. Os valores de Yx/s variaram de 0,043 g/g (levedura F) a 0,061 g/g
(levedura D), enquanto os valores de Yx/p variaram de 0,094 g/g (levedura F) a 0,140
(levedura D).

Com relacdo a produtividade todas as leveduras isoladas da destilaria de
aguardente apresentaram valores proximos a 2,1 g/L.h, enquanto a Levedura Maury
aprsentou uma produtividade de 2,522 g/l..h. A levedura Maury também se destacou no
rendimento (93,2%) enquanto as demais apresentaram rendimentos variando de 82,1%
(levedura D) a 88,9% (levedura F). As leveduras A, F e M apresentaram 100% de
conversao, enquanto as demais ficaram entre 94,7% a 99,5%. O valor de umac Se
situou entre 0,081 h™ € 0,105 h'l.

Andrietta et all. (1999), propos uma classificacdo que agrupa as leveduras
utilizadas na produgao industrial de alcool etilico segundo os parametros fermentativos.
Utilizou os niveis "“Baixo e Alto” de acordo com as seguintes faixas: conversdo de
substrato, < 90,0 e > 88,5; fator de converséo de substrato em etanol (Yp/s), < 0,42 ¢ >
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0,45; fator de converséo de substrato em células (Yx/s), < 0,041 e > 0,044 velocidade

especifica maxima de crescimento (limay), < 0,45 > 0,55.

As leveduras A, E, F e M apresentaram um nivel “Alto” para a conversio de

substrato, enquanto as leveduras B, C e D situaram-se em um nivel médio.

Com relagéo ao fator de convers&o de substrato em etanol — Yp/s (g etanol/g de
substrato consumido), verifica-se que as leveduras A e D classificam-se entre “Baixo” e
‘Alto”, enquanto as demais se classificam como “Alto”. Com relagdo ao fator de
conversdo de substrato em biomassa — Yx/s (g de biomassalg de substrato
consumido), todas as leveduras classificaram-se com nivel “Alto”.

Os resultados de velocidade maxima especifica de crescimento mostram que todas
as leveduras possuem valores no nivel “Baixo”.

Ribeiro (1999) avaliou a potencialidade de 3 linhagens de leveduras encontrando
valores de produtividade entre 2,88 e 3,40 g/L.h; valores de Yp/s entre 0,43 e 0,46 g/g:
eficiéncia de fermentacéo entre 83,2 e 89,9 %; valores de Yx/s entre 0,07 e 0,09 e

valores de pipma entre 0,07 e 0,1 k™"

Parazzi (1995) em seu ensaioc com quatro linhagens de leveduras encontrou
valores de produtividade que variaram entre 2,85 a 4,16 g/L e para a velocidade
especifica de crescimento valores em torno de 0,03 h™ (levedura nao floculante) e 0,13
h' (levedura floculante), em caldo clarificado contendo 100 g de glicose/L e 10 g/L de
inoculo.

O rendimento da fermentagao estd diretamente relacionado ao custo de produgao
da aguardente. Maiores quantidades de etanol produzidas levam a um aumento da
produtividade e diminui¢do do custo. A qualidade também esta diretamente relacionada
com o rendimento, ja que uma diminuicdo no rendimento pode ocorrer devido a parte

do substrato ser desviada para produgdo de compostos indesejaveis com o acido
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aceético e n-propanol. Vinhos com teores atcoélicoé padronizados, oriundos de mostos e
condigbes de fermentagio também padronizadas originam destilados igualmente mais
padronizados. E importante que o produtor conheca o desempenho de seu processo ao
longo da safra e entre safras. Estas avaliagdes de desempenho s&o importantes para o
planejamento e controle das operages e na composicdo do custo de producéo
(Chaves & Povoa, 1992).

O pumax fornece um indicativo da capacidade que uma dada linhagem de levedura
possui de dominar o processo. Quanto maior for seu valor maior sera a possibilidade
desta linhagem permanecer no processo ao longo da safra. Isto pode nédo ocorrer se
alguma condigao operacional ou de instalagdo como temperatura de processo, pH ou

menor resisténcia a condi¢des adversas nao favorecer sua permanéncia.

5.2. DETERMINACAO DO SUPORTE PARA IMOBILIZACAO

O principal problema na utilizagéo de células imobilizadas em polissacarideos é a
transferéncia do diéxido de carbono produzido pelo processo fermentativo do interior
para o exterior das esferas. O acimulo deste gas dentro das esferas faz com que as
mesmas flutuem no meio fermentativo, diminuindo a transferéncia de massa de
substrato e produto, reduzindo assim a eficiéncia do processo fermentativo. As Figuras
23 a e 23 b mostram esferas de alginato de calcio secionadas ao meio antes e apds a
fermentacéo,onde ocorreu a formacao de cavidades pelo desprendimento e actimulo
de CO,.
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Figura 23 a e 23 b — Esfera de Alginto de Calcio secionada antes e apés a fermentagéo.

Com a finalidade de se obter um suporte que permitisse uma boa transferéncia de
CO. para o exterior, foram realizadas fermentacGes com células imobilizadas em
diversos polissacarideos e em diversas concentracbes. As fermentacdes foram
realizadas em agitador rotativo tipo Shaker, em erlenmeyers néo aletados de 1 litro,
contendo 300 mi de meio de cultura e 30 ml de células imobilizadas no polissacarideo.
A concentracao de células imobilizadas no polisacarideo foi de 60 g/l. e o volume de 30
mL foi obtido através do volume de agua deslocado quando se adicionava as esferas a
uma proveta. As condigbes operacionais foram 32°C e 150 rpm.

5.2.1. Imobilizacio em Alginato de Calcio

Inicialmente, quando as esferas sdo adicionadas ac meio, elas permanecem na
superficie por possuirem uma menor densidade. ApGs aproximadamente 5 minutos.
com a entrada de meio no seu interior, as esferas se depositam no fundo do frasco.
Com o inicio da fermentacéo e desprendimento de CO,, ocorre o acumulo deste gas no
interior das esferas e conseqlente flutuacBo das mesmas até o consumo total dos
agucares. Com o final da fermentagéo e saida do gés do interior, as esferas se
depositam novamente no fundo do frasco.
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Para todas as concentracdes foi verificado que houve deformacio e rompimento do

gel devido & produgéo de CO, (Figura 24).

Figura 24 — Cavidades causadas pelo desprendimento e actimulo de CO. durante a fermentacio

5.2.2. Imobilizacdo em K-Carragena

Os testes de fermentagéo foram realizados somente para as concentracdes 1% e
2% pois para concentragbes mais altas a K-carragena formou um gel sdélido a
temperatura ambiente, impossibilitando a adicéo das leveduras ao mesmo . As esferas
formadas com o gel na concentra¢do 1% nao tinham rigidez suficiente para que fosse
realizada a fermentag&o. Com o gel na concentracdo 2% ocorreram OS mesmos
problemas de fluluagdo e rompimento que no alginato de calcio.
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5.2.3 . Imobilizacdo em Pectina Citrica

A Pectina disponivel apresentou o inconveniente de fermentar apds a adigdo das
leveduras. O processo de imobilizagao foi entdo realizado apds a fermentacdo da
Pectina. Para todas as concentracdes ocorreu 0 mesmo problema de flutuagio e
rompimento como no Alginato de Calcio. Para a Pectina acorreu uma deformacéo
maior das esferas devido a producao do CO- (figura 25}

Figura 25 — Esfera secionada de Pectina Citrica apés a fermentacéo
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5.2.4. Imobilizagcdo em Alginato de Calcio + Didxido de Titanio

O Didxido de titanio foi utilizado na tentativa de aumentar a densidade do gel para
manter as esferas no fundo do recipiente. Apds a adicdo no meio fermentativo as
esferas foram imediatamente para o fundo do frasco, mas com o inicio do
desprendimento do CO; ocorreram os mesmos problemas de flutuacdo e rompimento
descritos anteriormente como mostra a figura 26.

Figura 26 — Esferas de alginato com TiO, contendo células imobilizadas e rompidas apés a

fermentacéo
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5.2.5. Imobilizagdo em Alginato de Calcio + K-carragena

Apés a imobilizagdo dos geis nas diferentes concentragbes, os mesmos foram
adicionados separadamente a uma solucdo de cloreto de céicio 2 % e mantidos sob
agitagdo em Shaker a 150 rpm e 40°C por 24 e 48 horas. Este procedimento teve a
finalidade de dissolver a K-carragena presente nas esferas para deixar espacos vazios
nas mesmas e com isto facilitar a saida do CO; formado durante a fermentacgéo. Foi
observado novamente 0 mesmo comportamento anterior, com flutuacdo e rompimento
das esferas. Para as concentragbes maiores de K-carragena ocorreu um acentuado
aumento da viscosidade da mistura células + polimero mesmo trabalhando com a
temperatura de 45°C durante o processo de imobilizagdo. Isto provocou a formacio de
géis disformes como mostram as figuras 27 a e 27b.

Figuras 27a e 27b — Formas néo esféricas devido a alta viscosidade da solucio gel + leveduras
durante o processo de imobilizacio.

5.2.6. Imobilizagdo em Alginato de Calcio + Oxido de Aluminio

O ARO; foi utilizado para um aumento na densidade do gel, porém em
concentragbes bem maiores que as de TiO, Apesar de utilizarmos até 20%
(20g/100ml) de Al,O3 os problemas de flutuac&o e rompimento também ocorreram.
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Como todos os polimeros, combihacios ou nao, e nas diversas concentragdes
apresentaram flutuagdo e rompimento devido a produgdo e acumuio de CO; durante a
fermentacdo, o alginato de calcio foi escolhido como suporte para imobilizagéo neste
trabalho por ser reconhecidamente o mais rapido, nao toxico, de baixo custo e versatil
método de imobilizagéo de células (mais de 80% dos processos sao feitos utilizando
alginato). (Nedovic, 1997). o

5.3. DEFINICAO DA LEVEDURA A SER IMOBILIZADA

De acordo com Korhola (1989) as leveduras utilizadas na produgéo de bebidas
alcodlicas devem apresentar as seguintes caracteristicas: alta tolerancia ao alcool, bom
rendimento, fermentar rapidamente o meio e, portanto, minimizar o risco de
contaminagdes, e produzir a melhor concentragao e balango de com‘pdétos secundarios
desej_é;\i_eié;.fA aguardente de cana é composta principalmente de agua, etanol, e varios
conﬁpéneﬁ_té_s secundarios que conferem aroma e sabor. Estes compostos pertencem
as s'egi'.iint.és classes. aldeidos, acidos organicos, alcoois superiores, ésteres, furfural,
terpenos, Eéétonas, furanos, pirazinas, dentre outros (Lima, 1964). Os teores destes
compostos secundarios na fermentacio alcodlica sdo geralmente inferiores a 0,1 %
(Maia 1994).

Almeida & Barreto (1971) observaram a correlagio entre os teores de n-propanol e
a qualidade sensorial das aguardentes relatando a ocorréncia de maiores teores de n-
propanol em aguardentes de qualidade inferior. O baixo contetdo de acetaldeido nas
bebidas é freqlentemente associado a uma methora da qualidade (Nykanen &
Suomalainen, 1983). O acetaldeido e outros aldeidos alifaticos de cadeia curta
possuem odor pungente o que pode aumentar o sabor picante das bebidas (Nykanen,
1986). Boza (1988) analisando sensorialmente a qualidade de 16 amostras de
aguardente verificou que a qualidade sensorial & inversamente proporcional a acidez

volatil.
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Os critérios acima foram utilizados na seiei;éo da levedura a ser imobilizada,
procurando-se minimizar principalmente os teores de n-propanol e acido acético. O
acetaldeido € faciimente eliminado pela separacao da fragdo “cabeca” do destilado,
enquanto o n-propanol e o acido acético estao presentes nas trés fragdes do destilado
(cabega, coragéo e cauda) (Ribeiro, 1999).

5.3.1. Componentes volateis no caldo fermentado

Ensaios fermentativos foram realizados com a finalidade de se obter massa
celular das leveduras A, B, C,D,Ee F para a imobilizagdo em alginato de célcio 2 %.
Apos a imobilizagdo foram realizadas fermentagdes e o vinho obtido submetido a
analise por cromatografia gasosa para a determinagdo dos componentes volateis

formados.

A tabela 20 mostra os valores das concentrages dos componentes volateis para

a fermentag@o com células imobilizadas:
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Tabela 20 —~ Componentes volateis no vinho (Etanol, %v/v: demais compestos mg/100 mi! de alcool anidro)

Levedura Etn. Acet. Ac.Et.  Met. n-prop. i-but. i-amil  Ac.Vol.

7,77 58,09 2430 0,01 73,07 6694 9896 678,02
7,78 51,34 21,39 0,00 7353 6879 101,11 601,91
766 466,56 2991 0,01 107,01 90,77 148,53 1127,16
7,56 45732 21,54 0,00 8321 6290 100,92 638,79
7,46 45,99 28,60 0,00 110,56 87,35 121,57 686,58
7,50 34,10 13,11 0,00 182,78 68,70 144,45 390,24
MIX 7,70 56,95 2247 0,01 919 77,16 104,55 817,22
Maury 7,12 86214 2680 0,01 8916 5960 69,30 1007,12

mom O O W >

MIX — Mistura das leveduras A B,C,D,E e F; Etn = Etanol: Acet. = acetaldeido; Ac. Et. = acetato de Etila;
Met = Metanol, n-prop. = n-propanol; i-but. = alcool isobutilico; i-amil. = alcoo! isoamilico: Ac. Vol. = acides
volatil

Observando-se a tabela 20 verificamos que as quantidades de etanol produzidas
ndo foram muito diferentes para todas as leveduras estudadas. As concentracdes de
acetaldeido formadas pelas leveduras C e M foram bem superiores as demais. As
concentracOes de acetato de etila variaram entre os valores 20 e 30 mg/100 mL de
alcool anidro, com excegéo da levedura F, cujo valor foi da ordem de 13 mg/100 mL de
alcool anidro. Com relag&o ao n-propanol, suas concentracdes ficaram entre 83 e 110
mg/100 mL de alcool anidro, exceto para a levedura F, cujo valor ficou 66 % acima do
valor maximo das demais leveduras. As concentra¢ées de isobutanol se situaram entre
66 e 91 mg/100 mL de alcoo! anidro as de alcool isoamilico entre 69 e 149 mg/100 mL
de alcool anidro.

A acidez volatil para as leveduras C e M também foram superiores as demais,

ficando suas concentragdes acima de 1000 mg/100 mL de alcoo! anidro.
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O metanol presente pode ser derivado da cana de aglicar, que contém matérias
pécticas em pequenas quantidades, que quando hidrolisadas d&o origem a este alcool.

Bardi (1997), estudou a formacdo dos mesmos compostos volateis na
fermentacdo de suco de uva para a produgdo de vinho, utilizando células de
Saccharomyces cerevisiae imobilizado em pellets de gliten encontrando valores para
acetaldeido entre 7 e 57; acetato de etila entre 15 e 103; n-propanol entre 26 e 57; iso-
butanol entre 19 e 50 e alcool isoamilico entre 56 e 162 mg/100 mL de alcoo! anidro,

Na escolha da levedura a ser imobilizada e utilizada na fermentagao continua
optamos pela levedura B, que produziu vinhos com baixos teores de acetaldeido, n-
propanol e acides volatil e o mais alto teor de etanol em relagéo as demais. A levedura
F. apesar de produzir vinho com baixo teor de acetaldeido e acides volatil, produziu
uma grande quantidade de n-propanol, que & um composto que influencia
negativamente a qualidade sensorial da aguardente. Cabe lembrar também que esta
levedura na forma livre apresentou um valor de Y p/s de 0,454 g/g; um rendimento de
88,5 % e conversao de 99,5 %.

5.4. ESTUDO DA TEMPERATURA PARA FERMENTACAQO CONTINUA

A fermentacéo artesanal de aguardente é conduzida por uma microbiota mista de
leveduras que estdo em constante sucessao devido as condicbes de processo. As
leveduras isoladas utilizadas neste trabalho foram obtidas no més de dezembro,
tradicionaimente um més de altas temperaturas. Como as dornas da destilaria nao
possuem refrigeragéo provavelmente estas leveduras estio adaptadas a temperaturas
mais altas de fermentagao, fazendo-se portanto necessario um estudo para verificar
qual a melhor condicao de processo a ser utilizada durante a fermentagdo continua.
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Os ensaios para a determinagdo da temperatura foram realizados para a levedura

B e duas de referencia: C e Maury. As temperaturas estudadas foram 30° C, 32 °C, 34
°Ce 36 °C.

Nas tabelas 21,22 e 23 s&o apresentados os valores das condi¢des iniciais e finais
de concentrag@o de agucares (So, S), etanol (Po,P) e células livres totais (Xot,Xt) para
as 3 leveduras estudadas nas diversas temperaturas:

Tabela 21 — Valores das condigdes iniciais e finais para a levedura B

Levedura B
Condigao Inicial Condigao Final
Temperatura (°C) So Po Xot S P Xt
30 152,69 0,00 0,00 1493 5450 0,11
32 152,59 0,00 000 7,70 59,28 0,15
34 152,68 0,00 000 2094 70,24 0,13
36 152,59 0,00 0,00 1,71 71,50 0,12

Concentracfes em g/l

Tabela 22 — Valores das condigdes iniciais e finais para a levedura M

Levedura M
Condigao Inicial Condicao Final
Temperatura (°C) So Po Xot S P Xt
30 152,59 0,00 000 000 70,50 0,33
32 152,59 0,00 000 0,00 71,35 0,33
34 152,59 000 000 000 68867 0,34
36 152,59 6,06 000 0,00 69985 034

Concentragtes em g/l
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Tabela 23 — Valores das condigdes iniciais e finais para a levedura C

Levedura C
Condigao Inicial Condic&o Final
Temperatura (°C) So Po Xot S P Xt
30 152,5¢ 0,00 0,00 3,09 6045 0,16
32 152,58 0,00 000 201 6250 0,15
34 152,59 0,00 0,00 000 6912 0,14
36 152,58 0,00 000 000 6867 0,18

Concentragdes em g/L

Nas tabelas 24,25 e 26 s&o apresentados os valores dos parametros cinéticos
para as 3 leveduras nas varias temperaturas:

Tabela 24 — Valores dos parametros de fermentacéopara a levedura B

l.evedura B
Temperatura (°C) Y p/s (9/g) Pr.(g/L.h) Rend.(%) Conv.(%)
30 0,396 2,271 69,9 90,2
32 0,409 2,470 76,0 95,0
34 0,469 2,927 90,1 98,1
36 ' 0,474 2,979 91,7 98,9

Tabela 25 ~ Valores dos parémetros de fermentacaopara a levedura M

Levedura M
Temperatura (°C) Y pfs (g/g) Pr.(g/L.h) Rend.(%) Conv.(%)
30 0,462 2,938 90,4 100,0
32 0,468 2,973 91,5 100,0
34 0,450 2,861 88,1 100,0
36 0,458 2,915 89,7 100,0
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Tabela 26 — Valores dos parametros de fermentac&o para a levedura C

Levedura C
Temperatura (°C) Y p/s {g/g) Pr.(g/L.h) Rend.(%) Conv.(%)
30 0,404 2,519 77,5 98,0
32 0,415 2,604 80,2 98,7
34 0,453 2,880 88,6 100,0
36 0,450 2,861 88,1 100,0

Analisando as tabelas 24 e 26, que indicam os valores dos parametros de
fermentacéo para as leveduras B e C notamos que estes valores aumentam com o
aumento da temperatura. Isto se deve ao fato desta levedura ter sido isolada no final da
safra, época de temperatura ambiente mais altas e estarem adaptadas a temperaturas

de fermentacao mais altas.

Em termos de rendimento a levedura B apresentou seu 6timo a 36°C (0,474 g/g).
O valor para 34°C foi apenas 1,06 % menor (0,469 g/g); o que nos levou a escolher o
valor de 34°C para a realizacéo dos testes de fermentacdo continua. O menor valor da
temperatura leva a uma economia no dimensionamento dos sistemas se confrole de

temperatura e a uma menor perda de componentes volateis por evaporagdo.

5.5. FERMENTACAQO CONTINUA

Para a realizacao da fermentacdo continua objetivou-se a utilizagdo de um reator
simples, de facil opera¢&o e baixo custo, condizente com a realidade dos produtores de

aguardente de cana artesanal. Foram utilizadas 6 configuracdes de reatores:

1. Reator tubular de leito empacotado
2. Reator tubular de leito fluidizado

3. Reator tubular de leito fluidizado com recirculagao
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4. Reator de mistura continuo de cesto
5. Reator de mistura continuo de um estagio com reciclo

6. Reator de mistura continuo de dois estagios com reciclo

A levedura selecionada para as fermentagbes continuas foi a levedura B,
imobilizada em alginato de calcio 2 % e a temperatura de processo 34°C. Com a
finalidade de aumentar a produtividade do etanol procurou-se imobilizar a maior
quantidade possivel de células no gel, respeitando as limitagdes fisicas do processo de
imobilizacéo. Uma suspens&o de 350 g/L de células foi adicionada a uma solugdo de
60 g/l de alginato de calcio e entdo imobilizadas com o auxilio de uma bomba
peristaltica dentro de uma solugdo de cloreto de calcio 2 %. A quantidade de células
utilizadas foi a maior que permitiu a formacgéo de particulas esféricas, mesmo utilizando
temperaturas acima da ambiente no processo de imobilizacéo.

5.5.1. Reator Tubular de Leito Empacotado

O reator consiste de um tubo de vidro com diametro interno 2,5 cm e comprimento
25 cm, perfazendo um volume aproximado total de 100 cm® . Este reator é encamisado
para a manutencgao da temperatura de fermentacdo através da recirculagéo de agua. O
fundo do reator foi preenchido com pérolas de vidro para uma melhor distribuicdo do
fluxo e assim evitar zonas mortas. Acima das pérolas de vidro e no seu topo foram
colocadas telas de ago inoxidavel para evitar que as esferas escapassem do reator
(Figura 6).

As celulas imobilizadas foram adicionadas assepticamente até o preenchimento
total do volume do reator. O sistema foi mantido a 34°C e preenchido com meio de
fermentacdo. Apds o final da fermentacdo do meio, verificada pela auséncia de
desprendimento de CO,, iniciou-se a adicdo continua de meio em fluxo ascendente
com o auxilio de uma bomba peristaitica na vazao de 0,5 mL/min (tempo de retencéo

aproximado de 6 horas). Com o inicio do desprendimento de gases houve acimulo do
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mesmo intra e entre as esferas, formando assim canais preferenciais (“chaneling”), o

que contribui para a diminuicaéo da eficiéncia do sistema.

Roca (1996) relata que reatores de leito empacotado utilizando microrganismos
imobilizados por oclusdo em géis sdo de facil dimensionamento e operacdo, mas
possuem como desvantagem as limitagSes de transferéncia de massa causadas pelo
acimulo de gas intra e inter particulas, a compactacdo das esferas e a desintegracéo
das bioparticulas. No seu estudo acoplou ao reator um dispositivo que possuia uma
membrana elastica para provocar uma onda de distlirbio no sistema para eliminar estes

problemas.

5.5.2. Reator Tubular de Leito Fluidizado

O reator utilizado foi © mesmo que no item anterior, mas foi preenchido com
apenas 65 % de seu volume total com células imobilizadas (80 mL) (Figura 7). As
condicbes de operacao (temperatura, tempo de residéncia) foram mantidas inalteradas.
Com o inicio da fermentacao e desprendimento de CO; as esferas passaram a ocupar
as partes superiores do reator, ocorrendo novamente a formacdo de canais

preferenciais.

Nigam (2000), utilizou um reator de leito fluidizado para produgao de etanol a
partir de residuos de um industria de processamento de abacaxi. Utilizou um reator
tubular de leito fluidizado com volume de 385 mlL. Nitrogénio gasoso a taxa de 11/h foi
insuflado pelo fundo do reator para a remocao do CO; acumulado e com isto aumentar
a produtividade de etanol.
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5.5.3. Reator Tubular de Leito Fluidizado com Recirculagdo

Na tentativa de se eliminar os canais 'pEeferenciais formados acoplou-se ao reator
um tanque pulméo e uma bomba centrifuga, para realizar o reciclo do meio dentro do

reator e assim arrastar o CO; formado (Figura 8). As condigcbes de operacao foram:

Volume total de meio no sistema: 350 mL

Volume total da coluna: 100 mL

Volume de esferas: 65 mL

Vazéo de alimentac&o: 0,97 mL/min. (Tempo de residéncia: 6 horas)
Temperatura: 34°C

Vazao de recirculagdo: 1350 mL/min

A alimentagdo do meio e sua retirada do sistema foram realizadas
simultaneamente com o auxilio de uma bomba peristaltica. A alimentacéo foi feita na
entrada do reator tubuiar, juntamente com o fluxo de recirculacéo e a retirada feita no
tanque pulmao. O CO; produzido foi eliminado no tanque pulmao, ja que este era
aberto para a atmosfera.

No primeiro teste com o sistema, os fluxos de alimentagéo e recirculagdo foram
colocados no sentido ascendente. Com ao inicio do desprendimento de gases as
esferas flutuaram e se depositaram no fopo do reator, sendo amparadas pela tela
metdlica. Gradativamente o fluxo de recirculag@o provocou a compactacéo das esferas
contra a tela e apds 18 horas de operagdo a vazdo ficou completamente nula. O
sistema foi entdo interrompido e a alimentac@o e recirculagédo colocadas no sentido
descendente. A esferas se depositaram no fundo do reator devido ao efeito do fluxo de
recircuiagéo, ficando amparadas pela tela metalica. O CO; formado nao conseguiu
escapar do sistema, ficando alojado no topo do reator, elevando a presséo dentro do
mesmo. Apés 12 horas de funcionamento o fluxo de recirculagdo caiu préximo de zero

e o sistema foi interrompido.
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5.5.4. Reator de Mistura Continuo de Cesto

Como néo conseguimos resolver os problemas de flutuagdo das esferas e
formacao de canais preferenciais, passamos a utilizar um reator de mistura continuo de

cesto (Figura 9).

O reator € construido em vidro, possui volume total de 1 litro e volume util de 700
mL. Dentro do mesmeo foi colocado um cilindro aletado, construido com tela de acgo
inoxidavel, para manter as esferas confinadas durante a fermentacéo. As dimensdes do
cilindro s&o: diametro: 6 cm; altura: 9 cm, perfazendo um volume total de 250 cm®. As
aletas sdo0 em nUmero de 4, possuindo 0,8 cm de largura por 11 cm de comprimento. A
parte superior do reator é fechada hermeticamente por uma tampa de borracha, com
tubulagbes para entrada e saida de fluidos, gases e controle de temperatura. A
agitacao do meio de fermentagao foi realizada por um agitador magnético marca

Tecnal ajustado para a veiocidade maxima. A figura 28 mostra um detalhe deste reator:
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Figura 28 — Detalhe do Reator de Cesto

O reator foi preenchido com 700 mi de meio esterilizado a 121 °C por 15 minutos.
150 mL de células imobilizadas (60 g/L de células totais) foram transferidas
assepticamente para dentro do cesto e o reator foi acoplado ao sistema de controle de
temperatura para manté-lo a 34°C. Apds 24 horas de fermentagdo, com o final do
desprendimento de CO,, iniciou-se a alimentagdo continua com o auxilio de uma bomba
peristaltica.

Os tempos de residéncia utilizados e as respectivas concentragfes de aclcares

residuais e conversdo sdo mostrados na tabela 27.
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Tabela 27 ~ Agucares residuais e conversio para o reator de cesto

Tempo de Sf{g/L) Conversédo (%)
Residéncia (h)

10 101,17 44 .48
15 59,65 62,29
22 n.d. nd.

S; = aglicares residuais; n.d = ndo determinado,

As amostras foram retiradas apds o sistema atingir o regime, isto &, ap0s
transcorrer 3 tempos de residéncia. Os valores para o tempo de residéncia 22 horas
nao foram determinados, pois para uma vazdo muito baixa da bomba peristaltica ocorria
o entupimento da mangueira, devido & composi¢do do meio de alimentacao.

ApGs a parada do reator e abertura do cesto foi observado que as esferas
aumentaram de tamanho e se compactaram devido ac acumulo de CO., e perderam a
mobilidade dentro do cesto. Isto provocou uma deficiéncia no contato entre o meio e as
esferas, 0 que levou a baixa converséo (Figura 29)

Figura 28 - Esferas dentro do cesto apés o final da fermentacéo
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5.5.5 — Reator de Mistura Continuo de um Estagio com Reciclo

Este reator foi desenvolvido procurando-se maximizar © contato do meio com as
esferas. Para realizar a agitacio foi utilizados um agitador magnético € uma bomba
centrifuga que fazia o reciclo do meio dentro do reator. Uma tela de ago inox foi
colocada no fundo do reator para isolar as esferas do agitador e da succdo da bomba.
O topo do reator é fechado hermeticamente por uma tampa de borracha que possui
tubos para entrada da alimentag&o, saida de gases, agua de recirculacdo para controle
de temperatura e orificio para colocagao de termdmetro. O fluxo de recalque foi dividido
em dois e direcionados no sentido da rotacdo do agitador visandoe uma maior
homogeneizacgéo. A figura 30 mostra o reator usado.

e

et

Figura 30 - Reator de mistura continuo de um estagio com reciclo.

O volume total do reator foi de 730 mL. O meio foi esterilizado a 121 °C por 15

minutos. 200 mL de células imobilizadas (80 g/L de células totais) foram transferidas
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assepticamente para dentro do reator e este foi acoplado ao sistema de controle de
temperatura para manté-lo a 34°C. Apds 24 horas de fermentacdo, com o final do
desprendimento de CO., iniciou-se a alimentacdo continua com o auxilio de uma
bomba peristaltica. A saida de gases pelo topo do reator foi fechada para que a
pressao deste gas formada no interior do mesmo direcionasse o meio fermentado pelo
orificio de saida.

Os tempos de residéncia utilizados e as respectivas concentragées de actcares

residuais e conversao sdo descritos na Tabela 28,

Tabela 28 — Agucares residuais e converso para o reator com recirculagéo

Tempo de St (g/L) Conversao (%)
Residéncia (h)
17 18,19 89,89
20 21,15 88,25

Nao foi utilizado um tempo de residéncia maior devido ao problema de
entupimento da mangueira da bomba peristaltica pelo meio de alimentacdo. A maior
conversao com menor tempo de residéncia se deve provavelmente a uma maior
disponibilidade de nutrientes para a levedura. A figura 31 mostra o reator em

funcionamento:
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Figura 31 - Reator de mistura continuo de um estagio com reciclo em funcionamento

5.5.6. Reator de Mistura Continuo de Dois Estagios com Reciclo

Apesar das conversbes obtidas com o reator de um estdgio com recirculagéo
serem bem superiores quando comparadas as obtidas com o reator de cesto, com a
utilizacdo de somente um estagio do reator com recirculagdo ainda nao foi possivel
converter todo o aglicar presente no meio. Para resolver este problema utilizamos 2
reatores de mistura continuos com reciclo em série, como mostra a figura 32;
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Figura 32 — Reator de mistura continuo em série com reciclo

O volume total dos dois reatores foi de 1460 mL. O meio foi esterilizado a 121 °C
por 15 minutos. 280 mL de células imobilizadas (112 g/L de célulasfreator) foram
transferidas assepticamente para dentro de cada reator e este foi acoplado ao sistema
de controle de temperatura para manté-io a 34°C . Apds 24 horas de fermentacdo, com
o final do desprendimento de CO; , iniciou-se a alimentacdo continua com o auxilio de
uma bomba peristaltica. As saidas de gases pelo topo de ambos os reatores foram
fechadas para que a pressdo deste gés, formado nos seus interiores, auxiliasse a saida
do meio fermentado pelos orificios de saida.

Como ja foi dito, as esferas flutuam no meio de fermentacdo devido a formacéo e
acumulo do CO, formado em seu interior. No decorrer do experimento, devido &
agitagdo do meio provocada pelo agitador magnético e pela vazéo de recirculaco,
houve intenso contato das esferas com as paredes do reator, tela metalica, tubulagdes
de recalque, controle de temperatura e entre as proprias esferas, levando ao
rompimento das mesmas, facilitando assim a saida dos gases formados. Devido a isto,
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parte delas passaram a ndo mais flutuar, ficando aderidas & tela metalica devido a
succao da bomba centrifuga. A restricdo do fluxo pela aderéncia das esferas a tela
metalica provocou uma diferenca de nivel entre o interior do reator e a saida de
fermentado. Isto provocou a interrupgao da saida do meio fermentado dos dois reatores
e 0 enchimento do 1° reator devido a adicéo de meio pela bomba peristaltica.

Para eliminarmos este problema utilizamos um timer para manter a bomba de
recirculagao higada por 2 minutos e desligada por mais 2 minutos. Na posicéo ligada o
meio era agitado e na posicdo desligada os niveis se igualavam e o meio era
transferido do primeiro para o segundo reator e do segundo reator para o Becker de
coleta, com ao auxilio da pressao do CQ» formado no interior dos reatores.

A figura 33 ilustra a diferenga de nivel em um dos reatores:

Figura 33 — Detalhe da diferenca de nivel entre a saida de fermentado e o interior do reator

A figura 34 ilustra os sistema com 2 reatores de mistura continuos com reciclo em série
em funcionamento:
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Figura 34— Reatores de mistura continuos com reciclo em série em funcionamento

As amostras de caldo fermentado foram recolhidas na saida do segundo reator em
um Becker dentro de um banho de gelo, para evitar a evaporacéo dos componentes
volateis. Apés a retirada da amostra, um novo tempo de residéncia foi ajustado e novas
amostras foram retiradas apds o sistema atingir o regime.

As tabelas 29 e 30 a seguir mostram os valores das condicdes iniciais e finais e
parametros cineticos para a fermentacao continua:
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Tabela 29 ~ Condig&es iniciais e finais para a fermentacéo continua

Tempo de Condicao Inicial Condicédo Final
Residéncia (h) So (g/L) Po (g/L) S (g/L) P (g/L)
8 178,85 0,00 30,20 59,02
12 178,85 0,00 12,07 72,32
16 178,85 0,00 6,23 78,16
18 178,85 0,00 2,28 79,60
20 178,85 0,00 1,70 71,12
24 178,85 0,00 0,91 78,40

Tabela 30 ~ Parametros de convers&o e produg&o para os varios tempos de residéncia

Tempo Resid. (h) Yp/s(g/g) Pr(g/Lh) Rend(%) Conv.(%)

8 0,403 7.49 65,56 83,11
12 0,434 6,03 79,13 93,25
16 0,453 4,89 85,52 96,51
18 0,451 4,42 87,10 98,72
20 0,401 3,56 77,82 99,05
24 0,441 3,27 85,78 99,49

Pelas tabelas 29 e 30 verificamos que gquanto maior o tempo de residéncia,
menores sao as concentragdes de aglcares residuais e que a maior concentracao de
etanol foi produzida foi no tempo de residéncia de 18 horas. O maior rendimento de
etanol em substrato foi com o tempo de 16 horas, pouco superior ac de 18 horas.
Tivemos uma maior produtividade para o tempo de 8 horas, porém com um baixo
rendimento e conversdo. O maior rendimento se situou no tempo de 18 horas e a maior

conversao para 24 horas.

Tomando-se como base o tempo de residéncia de 18 horas e comparando-se os

valores da produtividade entre o processo continuo com células imobilizadas e a
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fermentagé@o com células livres para a mesma levedura (Tabela 19), verificamos que a
produtividade do processo continuo & mais que o dobro do batelada. (4,42 g/L.h para o
continuo contra 2,167 g/L.h para o batelada) O rendimento de substrato em etanol
praticamente € o mesmo, o rendimento e conversdo so pouco inferiores (87,1 % e
98,72 % para 0 processo continuo contra 88,5 % e 995 % para o batelada
respectivamente), pérem na fermentagéo batelada o meio continha mais nutrientes que
no processo continuo. A alta produtividade de etanol esta ligada a alta quantidade de
celulas no interior do reator e ao tamanho das esferas. Esferas pequenas possuem
areas interfaciais por unidade de volume do reator maiores, minimizando assim os
problemas de transferencia de massa de aglicar, etanol e CO; A rapida formacao de
etanol também faz com que haja um efeito inibitdrio em possiveis microrganismos

contaminantes presentes no meio.

Roca et al. (1996) utilizando um reator tubular de leito expandido, com um sistema
de pulsos e meio sintético obteve valores de Yp/s entre 0,412 e 0,466 g/g para diversos
tempos de residéncia.

Bardi (1997) obteve uma produtividade de etanol de 1,69 g/L.h em um reator de
leito expandido com células imobilizadas em pellets de gluten trabalhando na
temperatura de 15 °C. O mesmo autor, realizando fermentacdes do suco de uva para
producao de vinho, obteve uma produtividade maxima de 3,33 g/L.h de etanol, porém

realizando fermenta¢des pelo processo batelada com células imobilizadas.

Kesava et al. (1996) utilizou o microorganismo Zimomonas mobilis imobilizado em
pellets de gluten na produgéo continua de etano! em um reator de leito expandido. O
meio de fermentacéo utilizado foi a glicose na concentragio 150 g/L enriquecido com
nutrientes. O valor encontrado para Yp/s foi de 0,43 g/g e o rendimento de 84,5 %.

A tabela 31 mostra os valores dos componentes volateis presentes no meio

fermentado em fungéo do tempo de residéncia.
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Tabela 31 - Componentes volateis no vinho para os diversos tempos de residéncia {Etanol, %v/v; demais
compostos mg/100 ml de élcool anidro)

Tem. Res. (h) Etn.  Acet. Ac.Et. Met n-prop. i-but. i-amil Ac.Vol.
8 749 210,32 4943 001 71,46 33,11 14916 163,42
12 9,04 182,95 3504 0,02 58,98 2443 112,02 135,40
16 9,77 94,16 33,24 0,01 5519 2711 104,54 172,26
18 8,95 80,73 3497 0,01 7046 34,98 14545 124,90
20 889 201,72 3556 0,02 4065 29,16 119,95 123,02
24 9,80 173,23 38,11 0,02 4554 4488 18528 189,31

Etn = Etanol; Acet. = acetlaldeido; Etn = Etanol, Acet. = acetaldeido; Ac. Ft. = acetato de Eiila; Met =

Metanol, n-prop. = n-propanol; i-but. = alcool isobutilico; i-amil. = alcool isoamilico; Ac. Vol. = acides volatil

Para uma melhor andlise da variacdo dos componentes volateis, as figuras 35 a 38

mostram a variagcdo das concentracbes de acetaldeido, acetato de etlia, alcoois

superiores e acides volatil em fungdo dos diversos tempos de residéncia:
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Figura 35 - Variac&o da concentracdo de acetaideido no fermentado em fungéo do tempo de

residéncia
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O acetaldeido apresentou valores menores para os tempos de residencia de 16 e
18 horas. Para tempos maiores e menores os valores se situaram entre 170 e 210
mg/100 ml alcool anidro. O acetato de etila ndo apresentou variagdes significativas,
ficando sua concentracéo entre os valores 33,24 e 38,11 mg/100 mL alcool anidro ,
exceto para o tempo de residéncia de 8 horas que apresentou uma concentracdo de
49,43 mg/100 mL alcool anidro. Quanto aos alcoois superiores, pelo comportamento
das curvas, verificamos que s&o produzidos de maneira idéntica pela levedura, pelo
mesmo mecanismo de formagao, exceto pelas quantidades relativas de cada um deles.
Os teores de n-propanol variaram de 40,65 a 71,46 mg/100 mL alcool anidro; os teores
de isobutanol de 24,43 a 44,88 mg/100 mL alcool anidro e os teores de alcool
isoamilico de 104,54 a 185,28 mg/100 mL alcool anidro em funcéo dos varios tempos
de residéncia A acides volatil apresentou valores entre 123,02 e 189,31 mg/100 mL
alcool anidro. As concentracdes de metanol foram muto baixas para os diversos

tempos de residencia, sendo a maior concentracao de 0,02 mg/100 mLalcool anidro

Os valores acima mostram o quanto as condicdes de fermentacado influenciam na
formacao dos componentes volateis, ja que em funcéo dos tempos de residéncia, ha

uma grande variacdo dos teores de acglcares e nutrientes disponiveis para o
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metabolismo das leveduras. A variagéo do tempo de residéncia portanto nos permite

manipular as concentrgdes dos componentes volateis.

Bekatorou et al. (2001), utilizando meio sintético para a comparacao dos processos
fermentativos a varias temperaturas envolvendo células livres e imobilizadas em pellets
de glatem, encontrou valores de acetaldeido variando entre 32 e 240 mg/100 mL de
alcool anidro; acetato de etila entre 24 e 64 mg/100 mL de alcool anidro, n-propanoi
entre 8 e 44 mg/100 mL de alcool anidro; iso-butano! entre 22 e 104 mg/100 mL de
alcool anidro e alcool isoamilico entre 50 e 314 mg/100 mL de alcool anidro.

5.6. PRODUCAO DA AGUARDENTE

O caldo fermentado no processo continuo foi recolhido e posteriormente destilado
para a produgdo da aguardente. Para efeito comparativo foram utilizados caldos
fermentados provenientes de fermentacgées utilizando as leveduras B e MiX na forma
livre; caldo proveniente da fermentacdo continua com tempo de residéncia 18 horas e

caldo fermentado pelo processo batelada com células imobilizadas da levedura B.

A destilagdo do caldo fermentado foi realizada em alambique de cobre de
capacidade Util 8 litros com condensador refrigerado a agua e aquecido a gas. A vazao
de destilagdo foi ajustada para 30 mL/min. pela quantidade de calor fornecida ao
sistema. Para efeito comparativo, n&o foi retirada a fracdo ‘cabeca” do destilado. A
fracao “cauda” foi eliminada quando o destilado recolhido apresentou uma graduacgio
alcoolica de 48 £ 1% (%v/v) . Posteriormente oa aguardente obtida foi diluida a 44 + 1%

com agua destilada para analise dos componentes volateis,

A tabela 31 mosira os resultados das analises dos compostos volateis das

aguardentes de cana.
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Tabela 31 — Componentes volateis na aguardente de cana (Etanol, %v/v; demais compostos mg/100 mL
de alcool anidro),

Aguardente Etn. Acet. Ac. Et. Met. n-prop. i-but. i-amil Ac.Vol.
B células livres 43,55 158,4? 96,27 O,DO 119,82 66,48 171,54 196,04
MIX células livres 44,40 112,07 84,98 0,00 102,52 48,96 315,92 194,46

B Imobilizada Batelada 4490 74,84 69,09 0,00 50,11 72,96 184,07 32,59
B Imobiliz.. Cont. TR 18h 44,89 97,35 5925 0,00 67,99 57,57 153,93 16,30

Etn = Etanol; Acet. = acetaldeido; Ac. Et. = acetato de Etila; Met = Metanol; n-prop. = n-propanol; i-but. =
alcool isobutilico; i-amil. = alcool isoarnilico; Ac. Vol. = acides volatil

O grau alcooolico (% em volume) variou entre 43,55 e 44,89 %; o acetaldeido entre
74,84 e 158,47 mg/100 mL aicool anidro; o acetato de etila entre 59,25 e 96,27 mg/100
mL alcool anidro; o n-propanol entre 50,11 e 119,82 mg/100 mLalcool anidro; o iso
butanol entre 48,86 e 72,96 mg/100 mL alcool anidro; o alcool isoamilico entre 153,93
315,92 mg/100 mL alcool anidro; e a acides volatil entre 16,13 e 196,04 mg/100 mL
alcool anidro. Em nenhuma das amostras foi detectado metanol.

Vargas (1995), citado por Oliveira (2001), analisou 683 laudos de andlise de
aguardente comercializada no estado de Minas Gerais, emitidos pelo Laboratério
Vegetal do Ministério da Agricultura e Reforma Agraria de Minas Gerais no periodo de
1989 a 1994 e verificou que os valores dos componentes volateis apresentavam altos
coeficientes de variacdo, com excess@o do grau alcodlico. Os &lcoois superiores
apresentaram valores entre 6 e 490 mg/100 mL de aicool anidro; a acides volatil variou
de 0 a 587 mg/100 ml de alcool anidro; o acetato de etila variou de 2 a 484 mg/100 mL
de alcool anidro; o acetaldeido vario de 1 a 282 mg/100 mL de alcool anidro.

Analisando as Tabela 31 verificamos que as aguardentes produzidas com vinhos
provenientes das fermentagdes utilizando as leveduras B e Mix na forma livre

apresentaram maiores concentragcbes de acetaldeido, n-propanol e acides volatil
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quando comparadas com as aguardentes produzidas com vinhos provenientes de
fermentacdo com células da levedura B imobilizadas.

Na composigéo final da aguardente Yokaya (1995), relata que a volatilidade dos
compostos secundarios pode ser comparada com a volatilidade do etanol pela relagéo:

Krey = Fracéo molar do composto secundério no vapor
Fragdo molar do alcool no vapor

O comportamento destes compostos secundérios na destilagdo depende de suas
propriedades termodinamicas. Os diversos compostos secundarios no vinho podem ser
agrupados em 3 categorias:

1. Componentes mais volateis que o alcool (Krg. > 1): representado por esteres e

muitos aldeidos; mais frequéntes na fragdo “cabeca”.

2. Compostos menos volateis que o alcool (Kge, < 1): representados por compostos
fendlicos e muitos acidos orgénicos; mais frequéntes na fracdo “cauda”.

3. Compostos que s&@o mais volateis que o alcool nas solucdes alcodlicas de baixa
concentragéo e menos volateis nas solugdes alcodlicas concentradas. alcoois
amilico, butilico, propilico e outros possuem esse comportamento e séo
conhecidos como dleo fisel.

Teores elevados de acetaldeido, n-propanol e acidez volatil contribuem para uma
ma qualidade da aguardente (Almeida & Barreto 1971; Amerine, 1972; Boza, 1988). A
composicdo das aguardentes produzidas com vinho proveniente de células
imobilizadas forneceu valores para estes 3 componentes inferiores comparados as

fermentacdes realizadas com células livres.
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Os elevados teores de acetaldeido presentes nas aguardentes nos leva a uma nao
obediencia a legislagcdo em relacdo a este componente. Este elevado teor pode ser
explicado devida a nao retirada da fragéo “cabeg¢a” do destilado para a obtencdo da
aguardente, fracado esta ricam em componentes mais volateis que o etanol, que é o
caso do acetaldeido. Como esta fragéo nao foi retirada, para obtermos uma aguardente
com um teor alcoolico de 48° G (%v/v) foi necessario a inclusfo da parte da fracao

‘cauda” do destialdo na aguardente, o que influenciou sua composicao final

130



6. CONCLUSOES

Através da analise dos dados experimentais obtidos neste trabalho foi possivel

concluir que:

O processo de imobilizagdo fornece uma alta densidade celular.

Utilizando-se alginato de caicio na concentragdo 2% obtivemos um suporte que
atendeu as necessidades do nosso reator, apesar dos problemas de actimulo de
CO: no interior das esferas.

A levedura € um importante fator na formacao dos componentes volateis. O
caldo fermentado da levedura B imobilizada em alginato de calcio 2%
apresentou menores teores de n-propanol, acetaldeido e acidez volatil. fazendo

com que a mesma fosse escolhida para os testes de fermentacao continua,

A temperatura de 34 °C levou a bons rendimento, produtividade e conversao,
para a fermentacio batelada, sendo este resultado extendido para a
fermentacéo continua.

O reator de mistura continuo com reciclo de duplo estagio foi eficiente na
converséo de substrato em etanol.

A produtividade do sistema continuo com células imobilizadas foi de 4,42 g/L.h
ao passo que a produtividade com as mesmas células na forma livre foi de 2,17
g/L.h, portanto superior ao dobro.

As condigcbes de fermentacdo s&o um outro fator que influenciam na formacéao
dos componentes volateis no caldo fermentado, j4 que tivemos uma ampla

variagao no teores destes componentes em fungéo do tempo de residéncia. Pela
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manipulagdo dos tempos de residéncia podemos alterar as concentractes de

componentes volateis no vinho.

O reator utilizado € de simples construgéo, operacdo e baixo custo. Em termos
de escala industrial 0 mesmo pode ser construido a partir das dornas de
fermentacdo batelada existentes nas diversas destilarias de aguardente
artesanal.

A fermentacao utilizando células imobilizadas permitiu a reducdo dos teores de

acetaldeido, n-propanol e acides voléatil no produto destilado.

Os componentes volateis devem ser monitorados através da otimizacdo das
condigcdes de fermentacdo, bem como as de destilagéo, ou seja, separando as
fragoes mais volateis denominada “cabega” e separando a fragdo menos volatil

denominada “cauda” do corpo do destilado.
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7. SUGESTOES PARA TRABALOS FUTUROS
Em consequencia das observagdes e concluses deste trabalho torna-se oportuno
sugerir alguns tdpicos para trabalhos futuros.

» Estudar o emprego de outros suportes para imobilizagéo,visando a eliminacao
dos problemas de flutuagao.

* Estudar a influencia da composi¢do do meio na formacdo dos componentes
volateis.

» Otimizar o funcionamento do reator,dando énfase & agitacao.

» Estender o processo para a produgao outros tipos de bebidas alcoolicas.
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