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RESUMO

Este trabalho foi elaborado com o objetivo de estudar o comportamento da
fermentacdo alcodlica durante a propagacao do levedo para a safra de 2012 numa
usina produtora de acucar, alcool e energia termelétrica da regido de Ribeirdo Preto,
SP. Para a obtencdo dos dados experimentais foram utilizadas as instalagcbes como
laboratorios, fermentaria e estrutura de apoio da propria usina. A idéia foi
inicialmente medir os parametros cinéticos para aperfeicoar esta etapa nas futuras
propagacdes de levedo da usina, permitindo que a mesma pudesse “arrancar’” com
maior rapidez (menor fase de adaptacdo) e com menores perdas de ritmo possivel.
Depois de obtidos os dados operacionais e laboratoriais, foram organizados e
aplicados os calculos para Coeficiente global de conversdo de substrato em células
(Yws), Coeficiente global de conversao de substrato no produto etanol (Ys etanol) e
em produto glicerol (Yys glicerol) para 20 fermentac¢des utilizando melago de cana-
de-acucar como fonte de glicose, frutose e sacarose, de onde foram obtidos os
seguintes resultados médios: Y s = 0,064 g levedura/g AT, Yps etanol = 0,364 ¢
etanol/g AT e Yy glicerol = 0,024 g glicerol/g AT e tempo de geragdo de 22,3 h,
concluindo-se que nesta fase de propagacdo de levedo o Tempo de geracao foi
afetado negativamente pelo aumento da concentracdo do substrato, mas ndo a

produtividade.

Palavras-chave: propagacdo de leveduras industriais, parametros cinéticos,

rendimentos, etanol, glicerol.



1. INTRODUCAO

O periodo de multiplicacdo de leveduras também conhecido como
“soltura da fermentagdo” ou “arranque” apresenta poucos estudos de escala
industrial. Desta forma, conhece-se o comportamento em fase laboratorial, mas as
condi¢cOes adversas como insuficiéncia de aeracao, aquecimento do mosto e outros
decorrentes da instabilidade na partida inicial da fermentacdo de uma unidade
industrial geram imprevistos que tornam esta fase pouco conhecida. Sendo assim, o
desempenho da fermentacdo alcodlica pode estar abaixo do esperado devido aos
incidentes ocorridos com a partida da indUstria para o inicio de uma safra.

Além disso, a fase de adaptacdo de crescimento € extremamente
indesejavel em termos industriais, uma vez que ha consumo de substrato para
manutenc¢ao da viabilidade celular com crescimento microbiano baixo ou inexistente
e nem sempre as unidades produtoras de &alcool sédo destilarias anexas da
fabricacdo de aclucar e ndo possuem o melaco para ser estocado nédo tendo
instalacdes industriais projetadas para uma propagacao de levedo eficiente tanto
para uma destilaria anexa como para uma autbnoma sendo economicamente
inviavel té-las por um periodo de 2 a 5 dias de utilizacdo de uma safra, portanto
propagam o levedo fazendo as duas rotas ao mesmo tempo: respirativa e
fermentativa, com um inconveniente de ndo possuirem procedimentos padronizados
para o arranque da fermentacéo por faltar um modelo cinético capaz de mitigar estes
efeitos.

Neste contexto, medir e avaliar os coeficientes globais de converséo de
substratos em produtos bem como propor melhorias para a proxima propagacao da

usina passou a ser o0 objeto deste estudo.



2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho de conclusédo de curso foi determinar os
coeficientes globais de conversdo de substratos em produtos formados como o
etanol e o glicerol durante a fase de propagacéo de levedo utilizando dados reais de
uma usina de acucar e alcool. A partir disto, propor sugestées de melhoria para a
préxima safra na sistemética atual adotada. Esta fase foi conduzida pelo corpo
técnico da usina, realizada para se obter a quantidade necessaria de uma
suspensao de leveduras capazes de comportar uma moagem constante desde o
primeiro dia de safra de 2012, utilizando como matéria prima o0s seguintes

carboidratos: glicose, frutose e sacarose contidos no melaco de cana-de-agucar.



3. REVISAO DA LITERATURA

Para SKOLE et al.(1977), a clarificagdo do caldo misto auxilia muito na eliminagéo
das células vegetativas, porém as formas esporulada podem permanecer viaveis,
assim BEVAN & BOND (1971), apés o clarificador, que apresenta temperaturas
proximas a 100°.C. foram isolados bastonetes esporulados identificados com
Bacillus megaterium.

Para CLARK et al.(1980), mostraram que espécies de Clostridium também podem
sobreviver aos tratamentos térmicos utilizados no processo de obtencao de acucar e
alcool.

Para GALLO (1989), a média final de 44,56%, conseguida na reducdo das bactérias
apos o tratamento acido (H.SO,), no preparo do pé-de-cuba, pode ser considerada
boa, uma vez que se iguala ou mesmo supera as percentagens de reducdes
bacterianas obtidas na propria pratica com produtos comerciais, utilizados no
controle da infeccdo bacteriana na fermentacdo alcodlica, embora a procura de
biocidas mais eficientes se faz necessaria.

Para Gutierrez (1991), as leveduras durante a fermentacéo alcoodlica produzem além
de etanol e gas carbonico, compostos secundarios como glicerol, alcodis superiores,
acido piravico e succinico, sendo que o glicerol pode ser considerado como o0 mais
importante componente do ponto de vista quantitativo.

Para Oura (1977), relata que a formac&o do acido succinico acarreta maior producao
de NADH e, portanto aumentando o glicerol formado e Nordstrom (1966) verificou
gue a biossintese do material celular € um processo que produz NADH e assim
também contribui para a formacao de glicerol.

Para Radler & Schultz (1982) diversos fatores interferem com a formacéo de glicerol
na fermentacdo alcodlica, como a linhagem de levedura, para Rankine & Bridson
(1971) os componentes do meio como sulfito, para Kenyon et al (1986) a atividade
da agua, para Neish & Blackwood (1950) o pH do meio, para Panchal & Stewart
(1980) a pressdo osmoética e para Nordstrom (1962) a concentracdo de acido
pantoténico.

Para os autores Han e Levenspiel (1988) a equacdo mais simples e popular para
descrever o crescimento microbiano € a equacdo de Monod, que considera a

presenca de substrato como limitante para o crescimento como Luong (1985) diz
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gue a cinética de Monod é aplicavel somente quando ndo ocorre a presenca de

produtos metabolicos téxicos.

Andrietta et al.(2003) visando determinar a influéncia da velocidade de alimentacdo
de substrato em processos de producdo de etanol em batelada alimentada
analisaram a interferéncia da velocidade de enchimento sobre a produtividade e
rendimento do processo em batelada alimentada quando concluiram que o
rendimento em etanol é afetado pelo tempo de enchimento, diminuindo linearmente
com o mesmo e que a produtividade € pouco afetada pela velocidade de
enchimento, conforme demonstrado na tabela 1 dos autores que mostra os valores
de tempo de fermentacédo, rendimento em etanol (Yp;s) € produtividade obtida para
os trés tempos de enchimento.

A Tabela 1- mostra os valores de tempo de fermentacéo, rendimento em etanol (Ygs) e produtividade
obtida para os trés tempos de enchimento.

Tempo Enchimento (h) | Tempo Fermentacao (h) Yeris Produtividade (g /Lxh)
1 8,1 0,374 9,02
2 7,0 0,349 9,75
3 6,3 0,324 10,06

Fonte: Andrietta et al.(2003)

No entanto para Borges (2008) considerando a variacdo dos tempos de enchimento,
para as concentracdes de sacarose no meio alimentado préximas a 218 e 245 g/l, os
tempos de enchimento favoraveis foram os de 4 e 5 horas, 0os quais segunda a
autora forneceram maiores valores de produtividade e rendimentos em etanol (em
todo o tempo de enchimento), respectivamente, continuando a autora concluiu que o
tempo de enchimento 6timo, para as concentracfes de sacarose na alimentacao
proximas a 285 g/l, foi igual a 5 horas, no qual obteve-se os maiores valores de
produtividade e rendimento em etanol, segundo a mesma, 0s rendimentos em etanol
nao diminuiram linearmente com o tempo de enchimento e quanto mais rapido se

alimentou o fermentador, menor foi o tempo de fermentacéo.

Para Lima et al. (2001) os diversos fatores fisicos (temperatura, pressdo osmotica),
guimicos (pH, oxigenacdo, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e
microbiolégicos (espécie, linhagem e concentracdo da levedura, contaminacéo
bacteriana), afetam o rendimento da fermentacdo e a eficiéncia da conversao de

acucar em etanol.




Os autores Oura (1977) e Brumm & Hebeda (1988) concordam que a producédo de
etanol nas destilarias a formacgéo de glicerol € indesejavel, pois reduz a eficiéncia da
fermentacgéo.

Para OKADA (1981) o efeito Crabtree, que é o incremento na producao de etanol
em concentracbes de glicose superiores a 0,5-1,0 g/L (independentemente da
concentragdo de oxigénio) como prejudicial ao processo de producao de leveduras
de panificacdo, pois parte do acucar disponivel é convertida a etanol e diéxido de
carbono em detrimento a biomassa, reduzindo o rendimento.

Para Brumm & Hebeda (1988) o glicerol formado corresponde de 8 a 15 g por 100 g
de etanol enquanto que para Oura (1977) relata de 0,03 a 0,05 g de glicerol por g de
glucose e ainda que o processo de formacdo de glicerol por levedura esta
diretamente correlacionado com o balanco de redox da célula.

Bastos, (2010) cita em seu livro os modelos matematicos de estimativa de
crescimento celular mais simples chamados de “ndo estruturados”, a produgéao de
um dado metabdlito pode estar intimamente associada ao crescimento celular, de
forma que s6 havera formacao de produto quando ocorrer crescimento o autor relata
a inter-relacdo entre producdo e crescimento segundo a descricio de Gaden e

Luedecking-Piret ilustrada pela figura abaixo:

Figura 43 - Classificacdo de crescimento associado a formacéo de produtos

P ,»/ a // P [/

’J/'/ _/l,.f/ ' ! /f'

e —

Tipo | Tipa Il Tipo
Predugio  =ssociada Frodugio parciaimente Produgio dissociada
ao Crescimento Aggociada ao crescimanto do crescimanto

Fonte: Bastos (2010).

E em 1959, Luedecking e Piret, propuseram o seguinte modelo para a formacéo de

produto:

dP ax dx = : :
o +pX onde, a—- termo de producgéo associado ao crescimento
e BX termo de producao associado a massa celular

Assim:
Tipo 1: Pp= ap = Yol
Tipo 2: yp=ap + B



Tipo 3: Y=

Para Rankine & Bridson (1971) a importancia do glicerol na fermentacdo alcodlica
esta relacionada com a qualidade da bebida alcodlica para vinho e igualmente em
Parfait & Jouret (1980) para a bebida alcodlica rum.

Tosetto, (2002) observou em seus estudos que a velocidade especifica de producéo
de etanol estd vinculada a velocidade especifica de crescimento microbiano até
determinada fase da fermentacdo, sendo que apds esta, observou-se uma
diminuic&do da velocidade de crescimento microbiano, sem que isto ocorresse com a
velocidade especifica de producao de etanol mostrando que, nesta fase, as mesmas
ndo estdo mais associadas. A cinética de producédo de glicerol mostrou-se similar ao
do etanol, variando somente nos valores de rendimento, onde o do etanol foi 7 a 8
vezes maior que o do glicerol.

Borges (2008) citou em sua pesquisa Thatipamala et al. (1992) que a inibicdo pelo
substrato desativa importantes enzimas, além de modificar o caminho metabdlico
gue é vital a sobrevivéncia da levedura. O efeito inibidor provocado pelo substrato na
fermentacéo alcodlica ocorre quando a concentracdo supera 150 g/L e ainda o autor
relata que na fermentacdo alcodlica o rendimento de biomassa com a levedura
Saccharoyces cerevisiae diminui de 0,156 para 0,026 com o aumento da
concentragao de etanol de 0 a 107 g/L, indicando uma relacéo entre o rendimento da
biomassa e a inibicdo pelo produto, os autores propuseram um modelo para
representar a diminuicdo do rendimento da biomassa (Yx/s) com o aumento das
concentragfes iniciais de etanol e de substrato e a diminuicdo da taxa de
crescimento especifico com o0 aumento da concentracgao inicial de substrato e ainda
foi considerado um modelo especifico para a fase Lag e os mesmos observaram
experimentalmente que a inibicdo pelo substrato afetou mais o rendimento em etanol
do que a inibicdo pelo produto , por provocar a diminuicdo da viabilidade celular,
observaram também que a fase Lag aumentou com o0 aumento da concentracao
inicial de substrato

Alves (1996) em seus estudos sobre a cinética do crescimento de Saccharomyces
cerevisiae, em meio de cultura industrial, levou em considerag¢do a concentracédo do
substrato e a temperatura através ensaios com fermentacdes continuas em reator
CSTR, em faixa de temperatura de 28 a 38 °.C, para isto utilizou leveduras

selecionadas e meio de cultura a base de melagco de cana-de-acglcar, obteve
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modelos matematicos expressando os parametros Pm (concentracdo de etanol da
qual ndo ocorre crescimento celular), pmax (velocidade especifica maxima de
crescimento celular) e Yx/s (rendimento celular) em funcéo da temperatura. Um valor
para Ks(constante de saturacao) também foi obtido experimentalmente. Os modelos
matematicos e o valor de Ks obtidos séo mostrados a seguir:

1) Pm =638,1.e *%7*T para 30<T<38°.C;

_3535 50475

2) pmax =4,181.10% ¢ T —5397.10 ¢ 1 , para 28<T<38°.C;

3) Y »s =0,098 gcel.seca/gART, para 28<T<34 °C;
Yx/s = 0,292.¢ %" para 34<T<38°C.

4) Ks=4,1 g ARTI/L, entre 28 e 38 °.C.

4. MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada para se obter os parametros cinéticos Ry, Rs,
Rp, Yws, Yxp, tempo de geracdo e outros, durante o periodo de propagagéo do
levedo foram extraidos dos procedimentos adotados pela usina e demonstrados
neste pequeno estudo de caso.

Para se conhecer o0s parametros cinéticos mencionados, foram
utilizadas as cubas e as dornas de fermentacdo etandlica descritas no item 4.1
deste, aproveitou-se 0 momento da propagacdo de levedo da Usina Alta Mogiana
para a safra de 2012, quando foram subtraidos os dados da conducdo de 20
fermentacBes alcodlicas com mosto derivado do melaco estocado remanescente da
safra anterior, armazenado para este fim, os dados foram tomados do levantamento
do processo industrial associados aos dados registrados pelos operadores da
fermentacdo alcodlica. O periodo amostral foi iniciado quando inoculou-se o0s
primeiros 1000 kg de leveduras na forma seca e geneticamente selecionada
desde a sua rehidratacdo até o consumo final do melaco estocado. A conducédo da
propagacéo foi realizada pelos operadores da fermentacdo quando foram tomadas
durante o processo as temperaturas, vazbes, volumes, tempos de alimentacéo,
tempos de fermentacao, tempo de centrifugacao e outros apontados nos registros de

gualidade da usina. Os ensaios laboratoriais foram realizados pelos técnicos
7



quimicos e técnicos de acucar e alcool dos laboratérios de processo incluindo o de
microbiologia da prépria usina e as determinacdes analiticas aplicadas estdo
identificadas no item 4.6 deste.

4.1 Fermentadores

As fermentacdes foram desenvolvidas em cubas de ago carbono, com
revestimento interno em tinta epdxi, com agitadores mecanicos de pas e sistema de
injecdo de ar comprimido distribuidos em tubulagbes de @ ¥2 ” pelo fundo das cubas
de capacidade de 350 m® cada uma, as cubas estdo providas de sistema anti
espuma e nao tendo sistema de refrigeracdo préprio, possuem o fundo cbnico com
inclinacdo de 10 a 15°, estas sao utilizadas pela usina como pré fermentadores e
nao operam durante a safra como fermentadores. As cubas foram utilizadas no
periodo da propagacdo do levedo como fermentadores semi aerados, outro
equipamento também utilizados como reatores os fermentadores chamados de
dornas, construidas em chapas de ago carbono revestidas internamente com tinta
epoxi, sem agitadores mecanicos e com sistema alternativo de injecdo de ar
comprimido que se distribui em tubos de aco galvanizado, perfurados tipo flauta,
estas dornas possuem o fundo cénico, com inclinacdo de 50 graus, com capacidade
nominal de 1000 m* e possuem sistemas de refrigeracéo do vinho por trocadores de
calor a placas. As dornas sao fechadas, providas de coletores de gases para a
recuperacdo do etanol evaporado durante o desprendimento dos gases CO, que
apos recolhidos séo direcionados para as colunas de pratos calotados quando séo
recuperados pela lavagem em contra corrente com agua potavel. As dornas
possuem sistema de distribuicdo de mosto por anel distribuidor na parte superior do
conjunto das dornas e um anel distribuidor da suspensdo de fermento tratado
paralelo ao anel distribuidor de mosto, as dornas estdo providas de um sistema
independente de CIP- Clean in Place, com cabecotes rotativos para o hidro-
jateamento, fixados no topo de cada dorna e um sistema automatico de abatimento
de espuma com pistolas e bicos que atomizam o tenso ativo ao ser injetado nas

bolhas de espuma do vinho em fermentacéao.



4.2 Procedimentos industriais preliminares

Para a realizacdo da propagacdo do levedo fez-se necessario a
realizacdo de testes industriais preliminares para reduzir ou eliminar a possibilidade
de se perder a fermentacdo por micro-organismos indigenas e por incidentes nas
instalacdes industriais que estavam paradas para a manutencdo de entressafra,
praticas das usinas brasileiras que possuem periodos distintos de safra e
entressafra sendo as atividades produtivas sazonais quando na eminéncia da safra
a reducdo de riscos se faz necesséaria para a propagacdo do levedo, pois as
instalac6es na industria sucroalcooleira ndo foram projetadas de acordo com as
industrias alimenticias e farmacéuticas, portanto os testes preliminares de:

e Abertura e fechamento de valvulas eletro-pneumaticas com testes de sinais
eletrénicos e outros da planta industrial,

e Ligamento e desligamento de bombas com a realizagdo de testes com fluidos
checando o funcionamento das bombas de transferéncias e sentido dos seus fluxos
transferindo-os de um vaso para outro;

e Homogeneizagédo por recirculacdo do melaco estocado remanescente da safra
anterior para conferéncia da transferéncia de fluidos e possiveis entupimentos por
precipitacdo de sais e cristalizacédo da sacarose,

e Realizacdo de CIP - Clean in Place com agua quente provenientes de
condensados armazenados durante os testes industriais da usina nas linhas: de
mosto, fermento diluido, xarope, vinho bruto; realizacdo de CIP utilizando solucéo de
hipoclorito de soédio nos circuitos de vinho, mosto, cubas e dornas de fermentacao
para eliminacdo de microorganismos enclausurados durante a entressafra em
chamados pontos mortos;

e Realizacdo de limpeza das dornas, cubas e volantes com cabecotes rotativos
utilizando solucao de hipoclorito de sédio 30 ppm para desinfec¢éo e checagem dos
cabecotes rotativos de limpeza;

e Conferéncias do funcionamento das linhas de ar comprimido para a fermentacéo
etanolica;

e Estocagem de macro e micronutrientes proximos ao diluidor de nutrientes sélidos,

e Avaliagcao do sistema de resfriamento e linhas de mosto quanto a necessidade de



realizacdo de CIP com solugéo de acido fosférico a 5% a 85 °.C para a remocao de
sais fosféaticos precipitados e incrustados nas superficies internas das tubulagdes;

e Para a seguranca séo conferidas as estanqueidades das valvulas dos fundos das
cubas, dornas, diluidor de mosto e demais tanques para garantir de que né&o
ocorram perdas de produtos como fermento, mosto, vinho e mel para os esgotos da
fabrica;

e Conferéncia dos encaixes e posi¢coes dos jogos de placas dos trocadores de calor
de vinho bruto e mosto teste hidrostatico e CIP;

e Avaliacdo da populagdo microbiana por contagem de Placas de Petri e teores de
AT — acucar total em amostras do melago estocado;

e Verificacdo de estoques de bicos para as centrifugadoras de levedo para diversas
vazoes;

e Programacgao de pessoal técnico como eletricistas, instrumentistas, mecanicos,

técnicos em eletrbnicas para os casos de incidentes ndo previstos na planta.

4.3 Inbculo

Na propagacéao do levedo para o inicio de safra da Usina Alta Mogiana
S.A. foram utilizadas as linhagens de leveduras Saccharomyces cerevisiae
selecionadas geneticamente, adquiridas de forma seca, liofilizadas, embaladas a
vacuo, produzidas a partir de cultura pura. O processo de propagacao iniciou-se com
as seguintes quantidades das linhagens: 500 kg de levedura PE-2, 500 kg de
levedura CAT-1 com a adi¢do de 50 litros de um vinho contendo uma suspenséao de
leveduras Saccharomyces cerevisiae denominada FT 1255L selecionada pela
empresa FERMENTEC S/C LTDA a partir das leveduras permanentes e dominantes

da propria usina conforme figuras de n®. 15,16 e 17 do ANEXO.

4.4 Preparacdo do Mosto

Na preparacdo do mosto utilizou-se como substrato o melaco de cana-
de-acucar remanescente da safra de 2011 onde foram estocadas 2.225 t deste, seus
dados encontram-se evidenciados na Tabela 2. O melaco comumente chamado de

mel final foi conservado com 3 mg/kg de antibiético KAMOURAN HJ com principio
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ativo Monensina sodica mais 3 mg/kg de LACTROL com principio ativo
Virginiamicina quando foram misturados durante o periodo de armazenamento sob

recirculacdo mecéanica até o fim da estocagem e término de safra.

Tabela 2 - Resultados analiticos do melago de cana-de-agUcar utilizado na formacgéo do mosto.

Reservatorio de melago N°. 1 N°. 2 N°. 3
Brix (% m/m) 83,2 80,0 86,1
Pol (% m/m) 39,7 38,2 40,6
Pureza % (pol/brix) 47,7 47,8 47,1
Acidez Total (g/l) 8,6 8,5 9,3
Acidez % Brix 10,3 10,6 10,8
Glicose (% m/m) 54 6,4 53
Frutose (% m/m) 6, 6 7,2 6,8
Sacarose (% m/m) 41,5 42,1 41,5
Leveduras e Fungos (UFC/qg) 0 0 0
Bactérias totais (UFC/g) 5,3x 103 4,7 x 103 4,9 x 103

Fonte: Usina Alta Mogiana S.A — Agucar e Alcool

O mosto foi produzido em escala industrial nas seguintes
concentragdes aproximadas de 10, 13, 15 e 20 °.Brix, utilizando-se agua potavel fria
para a sua diluicdo e adicionado aos fermentadores de acordo com o procedimento
adotado pela unidade fabril. Os resultados de acompanhamento das fermentacdes
obtidos estdo demonstrados nas Tabelas 3 e 4 que interpretados , percebeu-se uma
leve reducdo da populacdo das bactérias totais, provavelmente pelo efeito da
diluicdo do melaco para a formacdo do mosto, da mesma forma, notou-se a elevada

acidez sulfarica total no mosto, coerentes com Acidez%Brix do melago estocado, es-

Tabela 3 - Resultados analiticos encontrados no mosto utilizado nas fermentag6es etandlicas durante
a propagacao do levedo.

N°. de dia pH Acidez Bactérias totais Acido Latico Sulfito Nitrogénio
por ordem (g/L) UFC/ml (mMol) (mg/l) Assimilavel (mg/L)
1°. 5,38 0,90 3,4x 10° 7,3 1,85 78.4

2°, 5,39 1,17 7,1 65,38 106,4

3°, 5,37 1,29 1,7 x 10° 8,7 1,27 106,4

40, 531 1,62 13,8 1,52 140,0

B9, 5,35 1,37 2,2x10° 10,4 1 120,4

6°. 5,32 1,28 1,7 4,24 131,6

7°. 5,30 2,38 - 2,42 162,4

8. 5,28 2,35 2,5x 10° - 11,75 338,8

9°, 5,30 2,62 - 0,51 215,6

Fonte: Usina Alta Mogiana S.A - Acucar e Alcool
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tes efeitos foram relatados por Basso (1991) onde os altos teores alcodlicos,
temperaturas elevadas, acidez do meio, presenca de sulfito e contaminacéo
bacteriana sdo exemplos de condi¢cdes geradoras de estresse as células de

levedura.

Tabela 4 - Resultados analiticos encontrados no mosto utilizado nas fermentacdes etandlicas durante
o periodo de propagacao do levedo.

Composicdo mineral

Analito Potassio Fosforo Célcio Magnésio Aluminio
mg/L 375 185,6 475 405 5,14

e Dados obtidos de uma amostra composta do mosto alimentado no periodo.

Estes efeitos citados podem ter sido atenuados pela diluicio do melaco para
formagdo do mosto, ndo afetando a viabilidade celular da levedura conforme dados
da Figura 1, da mesma forma a concentragéo de sais no mosto demonstrados na
Tabela 4.

4.5 Inoculacéo e Fermentacdes

4.5.1 Inoculacao do levedo pelas cubas

O °Brix de alimentacdo do mosto solicitado para esta fase foi de 10 %,
temperatura de 30 a 33 °.C, estas temperaturas poderao ser atingidas utilizando-se
agua quente de condensados armazenados durantes os pré testes industriais. O
procedimento da usina solicitou que temperatura do mosto nesta fase devesse estar
entre 30 a 33 °.C somente durante o inicio da alimentacdo do substrato e depois que
o fermento “pegasse” expressao utilizada pelos operadores do setor de fermentaria
guando percebessem o desprendimento do gas CO, borbulhando o vinho sob
agitacdo mecanica, depois desta fase, 0 mosto poderia ser preparado com agua
potavel fria, mantendo-se em torno dos 29 °.C, controlando assim a temperatura do
fermento na cuba pelos operadores conforme fosse a necessidade.

Inoculacdo inicial: encheu-se a cuba n°. 01 da pré fermentaria com cerca de 50 m®

de agua potavel e adicionou-se sobre esta 0s nutrientes previamente diluidos no

diluidor de nutrientes nas seguintes quantidades por litro de mosto: uréia: 500 mg/L,

MAP- fosfato monoaménico: 500 mg/L, sulfato magnésio: 200 mg/L, sulfato

manganés: 100 mg/L, sulfato de zinco: 25 mg/L mais o antibacteriano KAMOURAN
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HJ: 3 mg/L ; ligou-se o batedor misturador da cuba, tendo como cuidado de néo
colocar o fermento seco sem que fizesse previamente esta operacao, pois colocado
o fermento seco poderia ser emplastado no fundo do equipamento causando a
morte das leveduras por falta de contato com substrato; em seguida abriu-se
lentamente o ar comprimido para o fornecimento de oxigénio aos microorganismos
dai adicionou-se lentamente 1.000 kg do inGculo sobre esta agua; aguardou-se
aproximadamente 60 minutos para ocorrer a rehidratagcdo das leveduras que
estavam secas, hibernadas, embaladas sob vacuo contendo 25 kg, também como
medida de seguranca, deixou-se um recipiente com tensoativo anti espuma ao lado
das cubas e dornas de fermentacao.

A usina solicitou a utilizagdo do consumo de melaco do maior tanque
de capacidade de 1000 m® por questdes de seguranca do processo fermentativo. A
suspensao de levedo ficou sob agitacdo pelo batedor e pelo arejamento do ar
comprimido que foi mantido até que se comecasse a alimentacdo de mosto nesta
cuba depois disto iniciou-se a alimentacdo continua do mosto, mantendo-se a
alimentacdo de forma que o ®Bx do vinho em fermentacdo fosse mantido abaixo da
metade do valor do ®Bx de alimentacdo do mosto (abaixo de 5%) para isto foi
utilizado o sistema de preparacdo do mosto pelo caminho do trocador de calor a
placas modelo MX-25 e alternado por outra linha paralela a cada 4 horas a linha de
alimentacdo para a realizacdo da limpeza tipo CIP- clean in place das mesmas.
Cuidados foram tomados para que o melaco ndo entupisse o sistema de diluicao
devido a sua alta viscosidade a frio; evitando-se a0 maximo a interrupcdo da
alimentacdo de mosto, para que o crescimento celular ndo parasse em funcéo
velocidade de alimentacdo. Quando o volume do fermentador atingiu cerca de 180
m°, a vazdo de alimentacdo do mosto passou a seguir 0s seguintes parametros:
°Brix do vinho em fermentacdo na cuba de 3,0 a 3,5 % e temperatura de 32 a 34 °C
mantendo-se as solicitacdes de que se a temperatura subisse muito e o °.Brix do
vinho caisse, menor que 2,0 %, a temperatura poderia ser controlada através da
adicdo de agua tratada fria na cuba porque ndo haver sistema de refrigeracdo na
mesma. No instante que o volume da cuba n°. 1 aproximou-se dos 330 m°, foi
dosado as seguintes quantidades de nutrientes por litro de mosto: uréia: 500 mg/L,
MAP- fosfato monoaménico: 500 mg/L, sulfato magnésio: 200 mg/L, sulfato

manganés: 100 mg/L, sulfato de zinco: 25 mg/L mais o antibacteriano KAMOURAN
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HJ: 3 mg/L apds o operador da fermentacdo desligou o batedor mecéanico e anotou
em planilha apropriada o volume exato de vinho; depois disto foram equalizados os
volumes da cuba n°.1 com n°.2 e n°3; foram medidos exatamente os volumes de
vinho e anotado em planilha apropriada em seguida abriu-se a injecdo do ar
comprimido para as trés cubas, e continuou-se a alimentacdo de mosto, mantendo-
se os procedimentos solicitados para temperatura e °.Brix no vinho em fermentacao;
quando os volumes das cubas atingiram valores préximos de 330 m?, desligou-se
os batedores e anotou-se em planilha apropriada o volume exato de cada uma das
cubas; e em seguida foram transferidos estes vinhos, da Cuba n°.1 para a Dorna

n°.1; da Cuba n°.2 para Dorna n°.3 e o da Cuba n°.3 para a Dorna n°. 4.
4.5.2 Propagacao do levedo pelas Dornas

Sobre os vinhos (suspensédo de levedo) provenientes das cubas,
dosou-se a cada uma a quantidade equivalente por litro de mosto: uréia: 500 mg/L,
MAP- fosfato monoaménico: 500 mg/L, sulfato magnésio: 200 mg/L, sulfato
manganés: 100 mg/L, sulfato de zinco: 25 mg/L mais o antibacteriano KAMOURAN
HJ: 3 mg/L; em seguida foram ligados os sistemas de refrigeracdo do vinho das
dornas e o sistema de injecdo de ar comprimido e ajustada a alimentacdo de mosto
para as leveduras nas seguintes recomendacdes: °.Brix do mosto em torno de 10%,
°.Brix do vinho em fermentacdo na faixa de 3 - 3,5 % e temperatura do vinho na
faixa 32 e 33 °.C procurou-se alimentar as dornas n®. 1, 3, 4 de forma que os
mesmos pudessem chegar a volumes préoximos de 1000 m® em tempos
escalonados, para que o inicio da centrifugacdo do vinho de cada dorna né&o
coincidisse com as outras, solicitado também que fossem utilizadas nas
centrifugadoras de levedo, bicos de saida de vinho centrifugado de menores
diametros para evitar perdas descontroladas de leveduras. Apos o final da
alimentacdo de cada dorna, coletaram-se aliquotas de vinho para a certificacdo de
gue a dorna havia “morrido” para dai iniciar o processo de centrifugacdo, quando o
resultado da anadlise do teor de AT- acucar total no mesmo fosse abaixo de 0,09%,
exceto a Dorna n°.1 que deveria ser equacionada ao “morrer” com a Dorna n°.2 por
motivos de manutencdo no fermentador. Assim que as Dornas 3, 4 foram “morrendo”

os vinhos delas centrifugados ou turbinados como se usa dizer no chéao de fabrica
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foram destinados as dornas volantes para posterior destilacdo e o creme de
leveduras das mesmas resultantes da separacdo fisica de cada dorna fermentada
foram enviados para sua cuba correspondente, este primeiro creme foi depositado
sobre uma cama d’agua fria e potavel de aproximadamente 25 m® e tratados com
nutrientes previamente diluidos na seguinte proporcdo: uréia: 500 mg/L, MAP-
fosfato monoaménico: 500 mg/L, sulfato magnésio: 200 mg/L, sulfato manganés:
100 mg/L, sulfato de zinco: 25 mg/L mais o antibacteriano KAMOURAN HJ: 3 mg/L,
depois disto os trés pés-de-cuba foram bombeados para as respectivas dornas de
fermentacdo previamente higienizadas e continou-se a sequéncia da primeira
rodada do processo de propagacédo de levedo onde foram seguidos 0s mesmos
procedimentos para segunda rodada alterando-se a solicitacdo para o °.Brix do
mosto de alimentacéo ficasse em torno 13% e para a terceira rodada em 15 e depois
20%.(entendido aqui por rodada, um campanha de 4 a 5 dornas de fermentacao

com 0 mesmo procedimento).
4.5.3 Tratamento do Fermento

O tratamento do fermento comumente chamado & o tratamento do
creme de leveduras que saem na separacao fisica das leveduras contidas no vinho
fermentado ou bruto, solicitou-se a utilizacdo de bicos nas centrifugadoras de levedo
de menor diametro para priorizacdo da contencdo de perdas de leveduras para o
vinho turbinado, e ap6s uma semana de safra o0 aumento dos diametros dos bicos a
priorizacdo da concentracdo do levedo no creme de leveduras que retorna as cubas
de tratamento para que a recirculacdo de vinho dentro da fermentacédo alcoolica
fosse diminuida. Foi programado que a partir da segunda rodada de fermentacéo, os
pés-de-cuba fossem tratados da seguinte forma: diluir o creme de leveduras com
agua fria tal que a concentracao final ficasse pela metade da concentracéo do creme
nas saidas das centrifugadoras de levedo, por exemplo: se 0 creme estivesse com
60% de concentracdo; diluir o mesmo para que a sua concentracao final ficasse em
30% de levedo e depois deste passo aguardasse por duas horas e acertasse o pH
deles a 2,80 e a partir da terceira rodada 2,60 e as rodadas posteriores avaliassem
de acordo com os resultados do desempenho do processo de propagacdo em

funcdo dos estoques de melagco e resultados microbiologicos do processo

15



fermentativo como viabilidade celular, brotamento e niveis de infecgbes. Os
resultados de acompanhamento das fermentacdes obtidos foram demonstrados na
Tabela 5 e Figuras n®. 1,2 e 3.

Tabela 5 - Resultados analiticos encontrados no vinho fermentado das fermentacdes etandlicas
durante o periodo de propagacéo do levedo — média diaria.

Periodo pH Acidez Sulfarica Nitrogénio Acido Latico
dia g/L Assimilavel mmo/L
20, 6,18
3°. 4,71 7,15
490, 4,83 1,67 70,0 6,76
50, 4,88 1,75 182,0 7,06
6°. 4,69 1,75 142,8 8,23
7°. 4,79 1,72 126,0
8°. 4,78 2,35 274,4
90, 1,69 114,8

Fonte: Usina Alta Mogiana S.A — Agucar e Alcool

Durante o periodo de propagacdo de levedo obteve-se resultados
crescentes de células viaveis como demonstrado na Figura 1, os valores
demonstram um aumento significativo a partir do 4°. dia e depois se manteve alta no
5°.,6°.,7°. e 8° dias com uma pequena queda no 9° dia devido a maiores
residéncias nas dornas por motivos operacionais, a espera pela centrifugacéo

associada ao teores alcodlicos maiores ocasionaram esta leve queda.

120,0
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0

% Viabilidade celular

1 2 3 4 5 6 7
mdornal| 82,2 92,1 96,3 97,2 96,4 | 97,7 | 98,1 98,6 | 97,7
Emdorna2| 88,3 94,2 95,4 97,5 97,3 | 97,4 | 98,8 | 98,3 96,8

dorna3| 92,0 92,6 96,7 96,5 98,6 97,1 97,2 97.9 98,2
mdorna4d 95,0 96,7 98,0 98,2 97,0 98,2

Valores das médias diarias

Figura 1 - Resultados microbiolégicos encontrados no vinho fermentado de viabilidade celular da
Saccharomyces cerevisiae — média diaria por dorna.
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Avaliando os valores obtidos da % de brotamento celular, indicadores
gue demonstraram o crescimento celular na Figura 2, observou-se que 0s menores
valores estiveram concentrados nos 7°.,8°., e 9°. dias de propagac¢éo, quando foram
aumentados os teores de AT no substrato de alimentacdo e como consequéncia o
teor alcodlico no vinho, no primeiro momento esperou-se que pelo estimulo
provocado na fermentacdo para a rota da reproducdo, altas porcentagens de
brotamento ocorreriam, no entanto observacdes realizadas ao microscépio ocular de
amostras de vinho notou-se o desprendimento do broto da célula mae muito cedo e
muito rapido, tendo uma populacdo de células independentes muito pequenas e
frageis, podendo-se concluir que as células adultas neste periodo predominaram no
vinho em fermentacdo causados pelo estimulo do nitrogénio fornecido pela uréia
adicionada e pelo nitrogénio presente no mosto de alimentacdo, portanto
influenciando no resultado da % de brotamento para baixo.

14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

% Brotamento Celular

1 2 3 4 5 6 7 8 9

mdornal| 7,7 6,1 6,1 3,8 7,8 5,5 2,7 1,8 0,4
mdorna2| 8,9 12,8 | 10,2 7.8 8,0 7,2 2,9 1,6 1,0

dorna3| 5,5 4,2 6,6 10,7 4,6 7,0 6,9 3,2 1,3
mdorna 4 8,7 7,9 3,2 51 10,0 2,6

Valores das médias diarias

Figura 2 — Resultados microbiolégicos encontrados de brotamento celular da Saccharomyces
cerevisiae do vinho fermentado — média diaria por dorna.

Durante a conducdo das fermentacbes, 0 monitoramento da
contaminacao foi realizado como demonstrado na Figura 3, evidenciando o aumento
de bastonetes no vinho fermentado ao longo dos dias, mesmo sendo utilizados
antibidticos de forma preventiva para que o0s niveis de infeccdo ficassem
controlados, notou-se que do 1° ao 9°. dia houveram aumentos na ordem de 6
vezes da populacdo na média calculada, dai a necessidade da assepsia dos

sistema. Notou-se que o reciclo de células, pela centrifugagdo do vinho contribuiu
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também para este aumento, como neste periodo a acidificacdo do fermento tratado
€ branda, evitou-se o abaixamento rigoroso do pH na acidificacdo do fermento nas
cubas e assim a mortes das leveduras ainda jovens e inadaptadas a este meio
acido. O tratamento &cido utilizado no pré tratamento do fermento nas usinas tem a
funcdo de acidificar o meio pela injecdo de &cido sulflrico nos pés de cuba de forma
diluida ou concentrada, a levedura sendo um microorganismo acidoéfilo trabalha
melhor neste habitat e o controle de pH e tempo de exposicdo das leveduras ao
acido devera ser feito, recomenda GALLO, 1989, para um bom controle das
bactérias do meio, pH 2,5 a uma exposicao de 2 h, o qual ndo pode ser aplicado por
motivos justificados acima. Na Figura 3 pode-se observar na contagem de
bastonetes no vinho fermentado alinhamento com RODINI, 1985, que trabalhando

60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

oo N MR

1 2 3 4 5 6 7 8 9

N°. bastonetes/ml x 1075

mdornal| 8,5 7,7 9,0 15,8 | 16,5 | 20,3 | 13,0 | 24,5 | 39,1
Edorna2| 8,0 8,1 119 | 178 | 12,3 | 17,7 | 15,8 | 27,6 | 52,9
dorna3| 7,5 8,8 11,7 | 17,1 | 153 | 16,8 | 14,9 | 49,5 | 53,3

’ ’

Bdorna4d 7,1 14,5 | 13,0 | 20,0 | 19,6 | 15,8

Valores das médias diarias

Figura 3 — Resultados microbioldgicos encontrados de bastonetes/ml contados ao microscopio ocular
em amostras de vinho fermentado — média diaria por dorna.

com amostras de vinho de dornas em final de fermentacdo alcodlica, identificou
como principais bactérias contaminantes: Bacillus subtilis, B. megaterium, B breuvis,
Acinetobacter calcoaceticus, Lactobacillus SP, Micrococcus lylae, Leuconostoc
mesenteroides e Planococcu SP., enquanto que para GALLO, 1989, em sua tese
concluiu o autor que em relacdo as espécies predominantes isoladas destacam-se
principalmente B. coagulans (15,09%), L. fermentum (15,04%), L. helvetius
(14,08%), B. stearothermophilus (6,91%), L. plantarum (5,69%), L. animalis (4,55%),
e L. buchneri (3,76%).
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4.6 Determinac@es analiticas

e Brix areométrico, efetuada através de metodologia codificada FC3M3 para caldo
de cana adaptado vinho bruto (Amorim et al., 2003);

e Brix refratométrico, efetuada através de metodologia codificada FC3M39 para
melaco e xarope (Amorim et al., 2003);

e Pol, efetuada através de metodologia codificada FC3M41 para melaco e xarope
(Amorim et al, 2003);

e Acucares totais, efetuada através da determinacdo cromatografica de glicose,
frutose e sacarose em amostras de vinho bruto, mosto, melago de cana-de-agucar,
procedimento baseado no método oficial GS7/8/4-24, ICUMSA Methods Book (2011)
adaptado pela FERMENTEC S/C LTDA,;

e Glicerol, efetuado através da determinacdo cromatografica de vinho bruto
conforme recomendacéo da Dionex Application Note 122;

e Concentragdo de leveduras, em % levedo, efetuada através de metodologia
codificada FC4M19 para vinho bruto (Amorim et al., 2003);

e % Alcool, densimetro ANTON PAAR, efetuada através de metodologia codificada
FC4M16 para vinho bruto e levedo tratado (Amorim et al., 2003);

e Acidez sulfurica fixa, efetuada através de metodologia codificada FC4M7 para o
mosto e metodologia codificada FC4M18 para vinho bruto (Amorim et al., 2003);

e pH, efetuada através de metodologia codificada FC4M22 para vinho bruto (Amorim
et al., 2003);

e Sulfito, efetuada através de metodologia codificada FC4M6 para mosto (Amorim et
al., 2003);

e Nitrogénio assimilavel, efetuada através de metodologia codificada FC4M9 para o
mosto e vinho bruto (Amorim et al., 2003);

e Potassio, efetuada através de metodologia codificada FC4M12 para mosto
(Amorim et al., 2003);

e Calcio e Magnésio, efetuada através de metodologia codificada FC4M13 para
mosto (Amorim et al., 2003);

e Fosforo, efetuada através de metodologia codificada FC4M11 para mosto (Amorim
et al., 2003);
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e Aluminio, efetuada através de metodologia codificada FC4M14 para mosto
(Amorim et al., 2003);

e lLeveduras e Fungos, efetuada através de metodologia especificada por
plagueamento em meio de cultivo para as amostras de melaco e mosto (OLIVEIRA,
A. J. et al.,1999);

e Bactérias totais, efetuada através de metodologia especificada por plagueamento
em meio de cultivo para as amostras de melaco e mosto (OLIVEIRA, A. J. et
al.,1999);

eViabilidade e Brotamento celular, determinada através de metodologia especificada
para contagem em camara de Neubauer em amostras de vinho bruto
(FERMENTEC, 2007);

e Bastonetes/mL, determinada através de metodologia especificada para contagem
ao microscopio 6ptico em amostras de vinho (FERMENTEC, 2007);

e Acido latico — Manual de Instrucdes (Roche, 2007).
4.7 Célculos dos parametros de fermentacéao

Com os resultados de glicose, frutose e sacarose (ver ANEXOS,
figuras n®. 18,19 e 20) tomados durante a propagacdo do levedo foi possivel
calcular os agucares totais do melago, mosto e vinho em fermentacao, determinou-
se o término das fermentacdes quando o AT no vinho de cada uma delas ficou

abaixo de 0,09 % m/v, a conversdo seguiu a equacao:

sacarose
AT = ((W) + glicose + frutose) x 100, onde

AT = Acucares totais, expressos em g de glicose/100 mL e 100 g de acordo com a
matriz.

Conforme Bastos (2010) os rendimentos sao definidos com base no consumo de um
material para formacéo de outro, portanto:

Coeficiente de rendimento celular:

X; — X,

Yyss = 3 onde,

0= °r
Yws = Coeficiente global de conversdo de substrato em células expresso em g de

levedura seca/g AT consumido;
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Xt = concentracdo de células ao final da fermentagcdo, expresso em g levedura
secall;

Xo = concentracao de células inicial da fermentacao, expresso em g levedura secall;
St = concentracdo de substrato ao final da fermentacéo, expresso em g AT/L;

So = concentracéo de substrato inicial da fermentacéo, expresso em g AT/L;

Coeficiente de rendimento de produto em etanol:

P: — P
Ypis = S
So—5;

onde,

Yws = Coeficiente global de conversédo de substrato em produto expresso em g de
etanol/g AT consumido;

P: = concentracao de produto ao final da fermentacao, expresso em g etanol/L

Po = concentracao de produto inicial da fermentacdo, expresso em g etanol/L

St = concentracdo de substrato ao final da fermentacao, expresso em g AT/L;

So = concentracdo de substrato inicial da fermentacéo, expresso em g AT/L;

Coeficiente de rendimento de produto em glicerol:

Py — P,
S
Yois = S5, onde,

Yps = Coeficiente global de conversao de substrato em produto expresso em g de
glicerol/g AT consumido;

P: = concentracao de produto ao final da fermentacao, expresso em g glicerol/L

Po = concentracao de produto inicial da fermentacao, expresso em g glicerol/L

St = concentracdo de substrato ao final da fermentacéo, expresso em g AT/L;

So = concentracao de substrato inicial da fermentacédo, expresso em g AT/L;

P
Pr = pr onde

P = Produtividade em etanol, expresso em kg de etanol/h

P = P; — P;, onde P; € a quantidade de etanol ao final da fermentacdo e P; € a
guantidade de etanol inicial da fermentacéo, expresso em kg;

t = tempo total de fermentacédo (h) - aqui o tempo para célculo da produtividade foi
considerado o tempo total de fermentacdo mais o tempo de espera para

centrifugacéo do vinho.

Rendimento Fermentativo (RF) em etanol, com base no rendimento tedrico

proveniente da equacdo de Gay-Lussac (51,1 g etanol . 100 g glicose™);
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Yp

RF = —35— x 100
0511

Calculo de geracao ou duplicacéo:

i d
= — onde,
g n

g = tempo médio de uma geracao
t = tempo de duragéo da batelada alimentada expresso em hora

n = nimero médio de geracdes que ocorreram durante o crescimento celular

n= M onde

0,693 ’

n = nimero médio de geracdes que ocorreram durante o crescimento celular
In = logaritmo neperiano
X¢ = numero da concentracéo celular no inicio do crescimento exponencial expresso
emg.
Xo = numero de concentracao celular ao final do crescimento exponencial expresso
emg.

4.8 Resultados e Discussodes

O periodo de propagacdo do levedo teve uma duracdo de
aproximadamente nove dias e a medida em foi se avancando o enchimento das
dornas em batelada alimentada pode-se obsevar a correlacéo entre as velocidades

de crescimento celular (Ry) com as de formagéao de glicerol (R, glicerol) observado

Rx - levedura =——#=Rp - glicerol
0,600 0,18
‘ - 0,16
0,500 a
\ - 0,14
=
= 0,400 012 =5
S
£ W \ } 01 B
0,300 — A =
o ’ L ]
: v 0,08 H
£ 0,200 — 006 =
- 0,04
0,100
- 0,02
0,000 . . . . 0
0 5 10 15 20 25
N°. Sequencial das fermentagdes

Figura 4 - Valores obtidos de Crescimento Celular (R,) e Formagé&o de Produto (R, glicerol) durante a
propagacao do fermento em 20 fermenta¢des em planta industrial.
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na Figura 4 onde foi obtido uma correlacdo de r = 0,6075, paralelamente foi obtido
uma correlagédo r = 0,5829 entre as variaveis Yys 0 coeficiente global de converséo
de células com a R, , velocidade de formacdo do produto excretado glicerol ,
concluindo-se que a conversdo de células estd associada a producdo de glicerol
bem como associada a producdo de etanol, pois os valores de rendimentos de
células como mostrado na Figura 5, e em Oura, 1977, concordaram com esta
afirmacdo assim como com o modelo proposto por Luedecking-Piret citado em
Bastos, 2010.

——Rp - glicerol ==Y x/s - levedura

0,18 0,09

0,16 ' 0,08

0,14 \ - 0,07
S 012 - /M \ 006 %
° 01 0,05 &
8 0,08 v 004 B
® 0,06 003 3

0,04 0,02 =

0,02 0,01

0] T T T T 0]
0] 5 10 15 20 25
N°. Sequencial das fermentagdes

Figura 5 - Valores obtidos de Formacgdo de Produto (R, glicerol) versus Coeficiente global de
conversdo de substrato em células (Yys) expresso em g de levedura seca/g AT consumido do
substrato durante o periodo de propagacéo do levedo.

Da mesma forma pode-se observar nas Figuras 6 e 7 correlacdes mais
altas quando se avaliou a produtividade em leveduras e a produtividade em etanol,
comr =0,9123 para leveduras e r = 0,9723 para etanol, valores considerados altos
em se tratando de processo de escala industrial. Na medida em que se foi
aumentando a quantidade de kg AT/h na alimentacdo da fermentacdo houve um
aumento significativo na producédo de leveduras bem como na producao de etanol
por hora, o que nao foi constatado, ver Figura 14, confirmado pela correlacdo pouco

significati-
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Figura 6 — Valores de Produtividade em levedura seca expressos em kg de leveduras seca/h versus
Substrato alimentado expresso em kg de AT alimentado/h durante o periodo de propagacdo do
levedo.

-va, r = 0,1114 para Yys contra correlacdo de r = 0,6480 para Y s etanol, portanto o
aumento da produtividade estd associada ao aumento na dosagem de kg AT
alimentado/h para o rendimento em etanol, mas nao para o rendimento em células.

== Substrasto Alimentado == Produtividade Etanol

8000,0 3500,0
g 70000 0 © 3000,0
5 60000 ] - 25000 <
£ 50000 =
< - 20000 2
£ 40000 cono E
® 30000 - S
% 20000 - - 10000 ¥
£ 10000 - - 500,0

0,0 : : : : 0,0
0 5 10 15 20 25

N°. Sequencial das fermentagdes

Figura 7 - Valores de Produtividade em etanol expressos em kg de etanol/h versus Substrato
alimentado expresso em kg de AT alimentado/h durante o periodo de propagacéo do levedo.

Outro dado importante verificado durante o processo de propagacdo do levedo e
estudado por Borges, 2008, quanto maior o rendimento relativo em g etanol por g de

levedura seca (Ypx) maior o rendimento em etanol (Yys) evidenciado no quadro da
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Figura 8, confirmando a teoria de que o desvio da rota para a producao de etanol,

fermentativa em detrimento da producéo de células, rota respirativa, confirmados

=—¢—Yp/x - rendimento relativo Y p/s - etanol

9,00 0,5

© 8,00 Nasmg—— 045
A4

$ 7,00 3 h_ / - 04
o ) Y - 035 E
2 500 R - S0 X
3 0 "4 - 025
S 3,00 ¢ 023
s 3 - 0,15 ®
g 2,00 01
w 1,00 - 0,05

0,00 T T T T 0

0] 5 10 15 20 25
N°. Sequencial das fermentagdes

Figura 8 - Valores obtidos de Rendimento relativo (Y, expresso em g de etanol/g de levedura seca
versus Coeficiente global de converséo de substrato em produto (Y s etanol) expresso em g de etanol
produzido/g AT consumido do substrato durante o periodo de propagacao do levedo.

também pela correlacdo r = -0,7003 conforme evidenciado abaixo pela Figura 9.

=&=Yp/x - rendimento relativo  =ll=Y x/s - levedura
9,00 0,09
& 8,00 0,08
'_
27,00 - 007 «
- oo
5 6,00 F p-‘ = 006 &
2 5,00 005 @
a ' / v ' 3
2 400 y L‘ 0,04 5
—
S 3,00 003 g
g 200 0,02 ﬁ
@
ag 1,00 0,01
0,00 T T T T 0
0 5 10 15 20 25
N°. Sequencial das fermentagdes

Figura 9 - Valores obtidos de Rendimento relativo (Y, expresso em g de etanol/g de levedura seca
versus Coeficiente global de conversao de substrato em células (Yys) expresso em g de levedura
seca/g AT consumido do substrato durante o periodo de propagacéo do levedo.

Na Figura 10, pbde ser evidenciado o efeito do aumento da
concentracdo do substrato durante os ciclos fermentativos, obteve-se correlacéo
bastante significativa com r = 0,8276, entre as variaveis Tempo de geracdo e o

AT%mosto, em acordo com estudos de Han e Levenspiel (1988) e Lima et al.
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(2001), portanto o melaco de cana de agucar utilizado contém varios agentes toxicos
prejudiciais a vitalidade das leveduras e estes sdo potencializados pelos aumentos
da concentracdo do mosto em contrapartida pelo efeito Pasteur aumentando assim o
Tempo de geragdo neste caso a reproducédo das leveduras foi assim prejudicada

pelo
—4—Tempo de geracao  —l—AT % Mosto
50,0 16,00
- 14,00
40,0 - 12,00
30,0 - 10,00 =
< - 800 £
20,0 - - 600 X
100 - - 4,00
' - 2,00
0,0 T T T T 0,00
0] 5 10 15 20 25
N°. fermentagdo sequenciado por rodada

Figura 10 - Valores obtidos de Tempo de Geragdo expresso em hora versus AT % mosto expressos
em % m/v durante o periodo de propagacéo do levedo.

aumento do Tempo de geracéo (g) que variou de 7,4 a 40,7 h enquanto para o AT %

mosto a variacao foi de 4,825 a 12,536 g/100 mL. Neste mesmo sentido pdde — se

——Rendimento Fermentativo Etanol —#—Tempo de geracdo
100,0 45,0

S 900 - 40,0
8 80,0 - 35,0
w r
8o 70,0 ‘ - 30,0
= 60,0
= ¥4 » - 25,0
~ 50,0 =
2 - 20,0
= 40,0
2 / - 15,0
s 300 m 2
L7 - 10,0
a0 20,0 rs
e 100 - 5,0

0,0 T T T T 0,0

0] 5 10 15 20 25
No. Sequencial das fermentagdes

Figura 11 - Resultados obtidos do Rendimento Fermentativo em etanol expresso em g etanol/0,5111
g etanol versus Tempo de Geracdo da levedura expresso em horas, durante o periodo de
propagacao do levedo.
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obter uma correlagcdo de 0,7675 entre as variaveis Rendimento Fermentativo e
Tempo de Geragdo ou seja a medida que se aumentou a concentracao de substrato
houve uma maior producédo de etanol com consequente aumento do Rendimento
Fermentativo em detrimento da producéo da levedura expressados no aumento do

Tempo de geracao apresentados na Figura 11.

==Y p/s - etanol

——Y p/s - glicerol

15

20

25

0,5 0,045
§ 0,45 - 0,04 -g
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> 02’5 I Y v - 0,025 k
r '
:f 0,2 W ’ \Vl V - 0,02 ,Ef
e 015 \ | - 0,015 g
g o1 U oor &
w 0,05 - 0,005
0 T T T T 0

No. Sequencial das fermentagdes

Figura 12 - Valores de Coeficiente global de converséo de substrato em produto (Y s etanol) expresso
em g de etanol produzido/g AT versus Coeficiente global de conversdo de substrato em produto (Y s
glicerol) expresso em g de glicerol produzido/g AT consumido do substrato durante o periodo de
propagacao do levedo.

Os dados demonstrados na Figura 12 apresentaram uma correlacdo de
r = 0,6247 entre as variaveis Yps etanol e Yys glicerol, variando de 0,270 a 0,473 g
de etanol por g de AT com média de 0,364 , enquanto para o produto glicerol houve
uma variacao de 0,009 a 0,042 g de glicerol por g de AT com média 0,0238, abaixo
dos dados obtidos por Oura, 1977, de 0,03 a 0,05 g de glicerol por g de glucose.

Ao estudar os dados das Figuras 13 e 14, esperou-se que O
Coeficiente Global de converséo de substrato em células Y s estivesse intimamente
correlacionado com a Produtividade de leveduras, porem a correlacdo entre estas
variaveis foi da ordem de r = 0,3190, pouco significativa, portanto os melhores
rendimentos em células estiveram associados as maiores vazdes horarias de mosto
com baixas concentracdes de AT % mosto e ndo simplesmente com os altos valores

de kg de AT/h, estes dados forma confirmados quando avaliados pelas seguintes
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Figura 13 - Valores de Produtividade em levedura seca expressos em kg de leveduras seca/h versus
Coeficiente global de conversdo de substrato em células (Yys) expresso em g de levedura seca/g AT
consumido do substrato durante o periodo de propagacéo do levedo.

correlacdes: quantidade de kg de AT alimentado/h do substrato alimentado e Y s foi
der=0,1114 e também entre a quantidade de kg de AT alimentado /h e Y etanol
foi de r = 0,6480.

=—¢=>Substrasto Alimentado ==Y x/s - levedura Y p/s - etanol
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Figura 14 — Valores Substrato alimentado expresso em kg de AT alimentado/h versus coeficiente
global de conversao de substrato em células (Yys) expresso em g de levedura seca/g AT consumido
do substrato e Coeficiente global de conversédo de substrato em produto (Y s etanol) expresso em g
de etanol produzido/g AT consumido.

5. CONCLUSAO

Nas condi¢des experimentais, podemos concluir que:
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- a propagacédo deveria ser realizada na metade do tempo realizado com maior
produtividade em leveduras, trabalhando com vazdes limitadas de acordo com o
tamanho do fermentador e pré fermentador.

- tempo de reidratacdo da levedura seca poderia ser reduzido com uma solugéo
fraca de melaco cerca de 1,5 % de AT no mosto.

- durante a propagacdo do levedo ndo se deve aumentar a concentragdo do
substrato para economia do combustivel no caso o bagaco, pois haver4d um desvio
na rota metabdlica e um aumento no tempo de geracao;

- para a economia de bagaco, pode-se comecar com uma quantidade de massa
celular maior, reduzindo o tempo de propagacéo e conseqientemente paradas de
moenda no caso de destilaria autbnoma;

- € muito arriscado comecar a propagacéo de levedo para a safra com levedura
selecionada na fase laboratorial devido aos riscos de se perder a linhagem por
contaminacdo. Na fase industrial, o inicio com grandes quantidades de leveduras
selecionadas, dominantes e persistentes faz com que esta massa seja maior do que
a massa de uma levedura indigena.

- as formas de limpeza e sanitizacdo das instalagcdes no periodo que precede a
propagacédo de levedo deve ser garantida primeiro por um agente quimico por ndo
se ter uma garantia que havera vapor de aquecimento para uma limpeza quente e
umida.

- para reduzir o tempo de propagacdo do levedo € importante protelar a
centrifugacédo do levedo ao maximo, para evitar perdas durante a centrifugacédo de
levedo quando a massa celular ainda € muito baixa em detrimento da perda de
rendimento fermentativo.

- para se ter uma boa propagacéao de levedo é preciso ter uma boa produtividade em

células, mesmo que o rendimento fermentativo seja baixo.

6. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Apos ter realizado este trabalho percebi a necessidade de se estudar a influéncia do
AT % mosto em funcédo do AT % residual no vinho fermentado durante o processo
de fermentacdo batelada alimentada, pois no processo industrial espera-se a dorna
“‘morrer”, ou seja, esgotar o AT do substrato apds um periodo estipulado de

alimentacao.
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ANEXOS

Figura 15 - Laudo analitico comprobatério da levedura selecionada FT 1255 L usada como inéculo na
propagacdo do levedo juntamente com mais duas linhagens dominantes da Usina Alta
Mogiana.

Relatério de Analise Laboratorial 6 Fermentec

Laboratdrio
Dados de Referéncia

Nome do Cliente: Alta Mogiana

Nome do Solicitante: Cleia Dutra

Identificagio da Fermentec: Req. 6957

Amostra(s): Fermento

Analise(s): Cariotipagem

Responsavel pela Coleta: Fermentec

Data de Coleta: 15/03/2012 Data de Aprovagdo do Cliente: 15/03/2012
Data de Entrada no Laboratério: 15/03/2012 Data de Conclusdo da Analise: 23/03/2012
Data de Elaboragdo do Relatério: 23/03/2012 Data de Envio do Relatério: 09/05/2012

Plagueamento

- Cea . Proporgido na Perfis
Colénias Bordo Cor Consisténcia Brilho Amostra (%) Eletroforéticos
Lisas Regular Creme Cremosa Brilhante 100 1a11

Cariotipagem

Proporgdo na -
Amostra (%) Perfis Eletroforéticos

FT1255L 100 1234567891011

Leveduras Observadas

MUL'I'IP_I:I_CA.DOR FT1 !55_L ‘1510 3/2012)
A i i
io EREmRII
8 EESEEELII
A = - i
3 EEEBEIL
L

i B EEIInI!

Obs.. A amostra apresentou 100% da levedura FT1255L. Amostra multiplicada na Femrmentec e enviada para a Usina Alta
Mogiana.

Referéncia Metodologica
Cariotipagem - Metodologia Analitica Fermentec cod. CM.200. Rev.04.

Determinacdo da contagem de leveduras e bactérias pelo método de plaqueamento por superficie (Spread-Flate)
cod. CM. 232. Rev.02.

Silene Cristina de Lima Paulillo
Resp. Lab. Biologia Molecular
CRBio 14871-01

Farment e - Laboratdnio de Andises Quimicase MicrobiologicasLida Av. Antdnia Pazainato Sturion 1155 Jd Retrdpolis 13420640 Pracicaba S Brasil

CNRIO2835103/0001-75 | Elsnto Fone55 192105-6100 Fax55192105 6101 |aborstario@fermentec.combr  wwwfermentec. com br ROQ.030-Rev.03
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Figura 16 — Andlise de cariotipagem das leveduras selecionadas ap6s 17 dias de inoculadas na
propagacéo do levedo da Usina Alta Mogiana.

Relatorio de Analise Laboratorial 9 Fermentec
Dados de Referéncia

Nome do Cliente: Alta Mogiana

Nome do Solicitante: Cléia C. S. Dutra | Demétrius B. de Freitas | Viviane R. S. Pern

Identificagdo da Fermentec: Req. 7018

Amostra(s): Fermento

Andlise(s): Cariotipagem

Responsavel pela Coleta: Cliente

Data de Coleta: 26/04/2012 Data de Aprovagdo do Cliente: 26/04/2012
Data de Entrada no Laboratério: 27/04/2012 Data de Conclusdo da Analise: 16/05/2012
Data de Elaboragio do Relatério: 18/05/2012 Data de Envio do Relatorio: 24/05/2012

Plagueamento

- T . Proporgio na Perfis
Colénias Bordo Cor Consisténcia Brilho Amostra (%) Eletroforéticos
Lisas Regular Creme Cremosa Brilhante 99 12345678910

Rugosas Irregular Creme Seca Opaca 1 11

Cariotipagem

Proporg¢do na

Amostra (%)
PE-2 59 1247810
CAT-1 40 3569

FT1255L 1 11

Leveduras Observadas Perfis Eletroforéticos

ALTA MOGIANA (26/04/2012) SAFRA 2012/2013
ElEMmamn 100%

FEIENININ
BEOmAm Wl
fTaaEmnin 60%
TET RN .
moamam nian
I TR IR 2%
= F I E R 0% :
I8 I B ) BIANIE 2 semanas
FEEEWN N

T T |lCAT-1lPE-2IFI’1255L|

80% -

=il ol aRol ol e R =i ]

Obs.. A amostra apresentou 99% das leveduras selecionadas PE-2 e CAT-1 e 1% da levedura personalizada
FT1255L multiplicada na Fermentec.
Inicio da multiplicac&o: 09/04/2012. Leveduras utilizadas: PE-2 (500 kg), CAT-1 (500 kg) e FT1255L (5 kg).

Referéncia Metodolégica
Cariotipagem - Metodologia Analitica Fermentec cod. CM.200. Rev.04.
Determinacdo da contagem de leveduras e bactérias pelo método de plagueamento por superficie (Spread-Plate)
cod. CM. 232. Rev.02.
P “’4/
Silene Cristina de Lima Paulillo
Resp. Lab. Biologia Molecular
CRBio 14871-01

Farmentec- Laborat drio de Andlises CuimicaseMicrobiologicasLtda Av. Antdnia Pazdinato Sturion 1155 JdPetrdpolis 13420640 Pracicaba P Brasil
ONFJ02.839.103/0001-75 |Elsento Fone55 192106-6100 Fax5519 21056101 laboratorio@fermentec combr  wwwiermentec combr RO.030-Rev.03
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Figura 17 — Analise de cariotipagem das leveduras selecionadas geneticamente apds 31 semanas de

inoculadas na propagacéo do levedo da Usina Alta Mogiana.

Relatorio de Analise Laboratorial

6 Fermentec

Dados de Referéncia

Nome do Cliente:

Alta Mogiana

Nome do Solicitante:

Cleia C. 5. Dutra | Demétrius B. Freitas | Viviane Perri | Marcelo Chedid

Identificagdo da Fermentec:

Req. 7805

Amostra(s): Fermento

Analise(s): Cariotipagem

Responsavel pela Coleta: Fermentec

Data de Coleta: 09/11/2012 Data de Aprovagdo do Cliente: 09/11/2012
Data de Entrada no Laboratorio: 12/11/2012 Data de Conclusdo da Analise: 231112012
Data de Elaboragdo do Relatério: | 23/11/2012 Data de Envio do Relatério: 29/11/2012

Plagueamento
Colénias Bordo Cor Consisténcia Brilho Propor;aoﬂna Perfis Eletroforéticos
Amostra (%)
Rugosas Irregular | Creme | Seca Opaca 100 1a11
Cariotipagem
Leveduras Observadas Ilr;;:;ﬁ:e:; ;' Perfis Eletroforéticos
FT1255L 100 1,2,34567,8910,11
ALTA MOGIANA (09/11/2012) SAFRA 2012/2013
100%
80%
) 60%
ial 40%
I BEEEENEN] 20%
i 11 0%
l . . m j' ill I! - 2 5 8 12 16 2 b | el 5 il
(B § L Al P Sem
Sl I BEREIRIMEN] ssmanas
I BEEmumIn |
F BRI vmem B CAT-1 mPE2 W FT1256L
F samumin

Resultado: A amostra apresentou 100% da levedura personalizada FT1255L. Os perfis 1,4 e 6 apresentam muitos

rearranjos cromossomicos

Inicio da multiplicagdo: 09/04/2012. Leveduras utilizadas: PE-2 (500 kg), CAT-1 (500 kg) e FT1255L (5 kg).

Referéncia Metodolégica

Cariotipagem - Metodologia Analitica Fermentec cod. CM.200. Rev.05.
Determinacédo da contagem de leveduras e bactérias pelo método de plagueamento por superficie (Spread-Flafe)

cod. CM. 232 Rev.02.

Ariane Mendes Ferreira
Responsavel pela Analise

e Alcool Ltda

3 Fone 55

Fermentec
CNPJ 51.328.243 /00

Tecnologias em A
a4 LE 5353

A, Antd

19 2105-6100  Fax 55
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azzinato Sturion 1155

19 2105 6101 labora

Silene:-Cristina de Lima Paulillo
Resp. Lab. Biologia Molecular
CRBio 14871-01

Firacicaba 5P Brasil
mbr www.fermentec.com.b
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Figura 18 — Dados de analise de picos de uma curva de calibracdo interna do cromatégrafo de ions

ICS 3000.
Peak Analysis Report
Sample
Name: PD7R Inj. Vol.: 25,0
Sample Type: standard Dil. Factor:  1,0000
Program: FERMENTEC Operator: n.a.
Inj.
Date/Time: 10.04.12 15:09 Run Time: 9,00
1.400 10 DE ABRIL Il #7 PD7R ED 1
nC
i 3
1.200 4
4 —
A -}
i o
1.000-] i
: )
1 T S
J 10) o
i ' N
— ' o
-
80(%7 3 S
E <
- 3 & N
] & 5 2 g
600 4 ; g o ~
) <Z( | ) o
1 = Q i ~
< Ll
%)
400 3 |C_> 8
B O =) x
i 3 & <
] o : Q
200 ® ? %
4 /\ ©
1\ T \ \\ T
-loo T T T T ‘ T ‘ T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T ‘ mln
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00
No. Time Peak Name Width Height Resol. Resol. Plates Plates Asymmetry
min min nC (USP) (EP) (USP) (EP)
1 1,709 GLICEROL 0,129 798,220 5,799 5,748 2793 2614 1,272
2 2,592 MANITOL 0,175 531,176 6,487 6,556 3497 3531 1,622
3 3,875 GLICOSAMINA 0,220 166,558 3,401 3,446 4950 5052 1,043
4 4,709 GLICOSE 0,270 388,767 2,129 2,156 4878 4983 1,091
5 5,350 FRUTOSE 0,333 177,744 6,296 6,352 4126 4207 1,313
6 7,917 SACAROSE 0,482 114,262 n.a. n.a. 4314 4346 1,050
AVERAGE: 0,268 362,788 4,822 4,852 4.093, 4.122, 1,232
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Figura 19 — Exemplo de um cromatograma de uma amostra de mosto realizada em cromatégrafo de
fons durante a propagacéo do levedo.

[Sample Name: MOSTO 00:00 Inj. Voi.: 25,0
[Sample Type: unknown Dilution Factor:  2000,0000
IProgram: FERMENTEC Operator: n.a.
¥nj. Date/Time: 10.04.12 01:13 Run Time: 8,90
No. Time Peak Name Type Area Height Amount
min nC*min nC %
1 1,77 GLICEROL BMB 0,349 3,082 0,0048
2 263 MANITOL BMB 0,673 4072 0,1043
3 3,88 GLICOSAMINA BMB 23,083 165,454 0,0005
4 472 GLICOSE BMB 8,479 48,700 0,5562
5 5,41 FRUTOSE BMB 5,513 23,024 0,7260
] 7.91 SACAROSE BMBE 35,583 116,593 4431
TOTAL: 73,68 360,92 5,82
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Figura 20 — Exemplo de um cromatograma de uma amostra de vinho fermentado realizada em
cromatografo de ions durante a propagacao do levedo.

ample Name: DORNA 3 16:00 Inj. Vol : 25,0
ample Type: unknown Dilution Factor:  200,0000
rogram: FERMENTEC Operator: n.a.
nj. Date/Time: 10.04.12 16:35 Run Time. 9,00
No. Time Peak Name Type Area Height Amount
min nC*min ncC %
1 1,71 GLICEROL BMB 30,888 365,706 0,1615
5 2,60 MANITOL bMB 5,072 37,893 0,0328
] 3,88 GLICOSAMINA BMB 23,698 169,119 0,0005
7 472 GLICOSE BMB 9,835 54,175 0,0579
B8 5,37 FRUTOSE BMB 17,295 77,648 01774
g 7,90 SACAROSE BMB 5,083 14,602 0,0547
TOTAL: 91,87 719,14 0,48
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