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"Nada mais dificil, quando se procura
um caminho, que descobrir se a forga
gue nos empurra vem do desejo de
fugir ou do desejo de buscar.

Talvez, em algum nivel bem
profundo, nem haja qualquer
diferenca entre esses desejos.”

(Autor desconhecido)
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RESUMO

A cachaca de alambique, produto tipico brasileiro, tem sido destaque na economia
do estado de Minas Gerais. Tradicionalmente, a propagacéo do fermento nas fabricas de
cachaca de alambique é feita diretamente dentro das dornas de fermentacdo, que nao
sdo apropriadas para a fase aerdbia (fase de propagacdo do fermento), por nédo
possuirem dispositivos de aeracdo e agitacdo. A introducdo de um equipamento
especifico para otimizar a propagacao do fermento, também pode abrir caminho para a
utilizacdo de linhagens selecionadas. Neste trabalho foram testados trés equipamentos
para propagacao de leveduras Saccharomyces cerevisiae estudando o efeito da adicao
de ar, nutrientes e micronutrientes (sais minerais) sobre a viabilidade e crescimento
celular, rendimento em massa celular e fator de conversao de substrato em células (Yys).
Nas condi¢cdes avaliadas, o uso do sulfato de aménio como fonte de nitrogénio nao foi
suficiente para manter a viabilidade das células, resultado conseguido com extrato de
levedura na concentracdo de 0,9 g/100 mL. Os sais minerais testados (sulfatos de cobre,
zinco, ferro, manganés) nao interferiram no fator Y,s, no aumento de massa celular e na
viabilidade. A concentracao inicial do in6culo foi um fator decisivo no aumento de massa

celular, possibilitando um aumento de até 75 vezes em relagdo a massa inicial.

Palavras chave: cachaca; Saccharomyces cerevisiae; propagacao; nutrientes;

micronutrientes; fermento.
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ABSTRACT

Cachaca, a typical Brazilian product, has been prominent in the economy of the
state of Minas Gerais. Traditionally, the propagation of yeast in distilleries of cachaca
occurs directly in the vats of fermentation, which are not appropriate for the aerobic phase
(yeast propagation), because they do not possessing aeration and agitation devices. The
introduction of a specific equipment to optimize the propagation stage of yeasts, can also
open the way for use of selected yeasts. In this work three types of equipment for
propagation of Saccharomyces cerevisiae were tested; studyng the effect of the addition
of air, nutrients and micronutrients on the viability and cellular growth, yield of cellular
mass and the substrate conversion factor in cells. Under the evaluated conditions, the use
of ammonium sulphate as a nitrogen source was not sufficient to maintain the viability of
the cells, result obtained with yeast extract in the concentration of 0,9 g/100 mL. The
minerals tested (zinc, iron, copper and manganese sulphates) did not interfere with the
Yx/s factor, the increase in cellular mass and the viability. The initial concentration of
inoculum was a decisive factor in the increase in cellular mass, resulting increase of up to

75 times the initial mass.

Key words: cachacga; Saccharomyces cerevisiae; propagator; micronutrients, yeast

inoculum.



12
1. INTRODUCAO

Basicamente, a producédo de cachaca consiste em se extrair o caldo da cana-de-
acucar na operacdo de moagem, converté-lo em vinho pelo processo de fermentacéo e
transformar o vinho de cana-de-aclucar em cachaca através da destilagdo.
Tradicionalmente, a propagacdo do fermento nas fabricas de cachaca de alambique é
feita diretamente dentro das dornas de fermentacdo. Esta pratica, no entanto, esta
associada a um elevado grau de contaminacdo por bactérias, devido a precariedade
operacional. As dornas de fermentacdo sdo apropriadas para a fase anaerdbia do
metabolismo das leveduras, quando ocorre predominantemente a fermentacdo do agucar
(sacarose) em etanol e gas carbdnico. Assim sendo, as dornas nao dispdem de quaisquer
dispositivos que permitam otimizar a propagacao das leveduras, na qual a eficiéncia da
aeracdao é fator primordial para a predominancia do metabolismo respiratorio, que permite
maximizar a reproducdo das células e minimizar a formagéo de etanol. E sabido que o
etanol, além de ser inibidor da propagacédo das leveduras, € o substrato ideal para as
bactérias acéticas e do acido latico que, em presenca de oxigénio, o convertem em acido
aceético. Isso explica o fato de ser a elevada acidez volatil um problema recorrente nas
cachacas de alambique. A introducdo de um equipamento especifico para otimizar a
etapa de propagacao do fermento, além de resolver esses entraves, abre caminho para a
utilizacdo de linhagens selecionadas, o que pode representar um salto de qualidade para
a cachaca de alambique. Com efeito, os trabalhos de isolamento de linhagens, que vém
sendo desenvolvidos por varios grupos de pesquisa em Minas Gerais, apontam
excelentes perspectivas para se implementar a qualidade sensorial do destilado. No
entanto, isso s6 sera viavel para os produtores na medida em que disponham de um

equipamento adequado para propagacao dessas linhagens.

Os processos tradicionais de propagacao de leveduras requerem entre 8 e 15 dias.
Em diversos casos, o0 prazo chega a ser de 25 a 30 dias. Dispondo de um propagador
adequado, o produtor artesanal pode obter fermento suficiente para uma dorna em
aproximadamente 24 horas, partindo de 500 g ou menos do fermento original (Quer sejam
células selecionadas ou naturais do préprio ambiente). Isso permite manter um controle
muito mais eficiente da fermentacédo, substituindo-se as células de uma dorna a intervalos

programados ou sempre que houver indicios de contaminacao.

O objetivo deste trabalho foi estudar o crescimento de leveduras Saccharomyces
cerevisiae para producdo de cachaca em diferentes propagadores de fermento, pelos
processos descontinuo e descontinuo alimentado, sob aeracéo, além de estudar o efeito
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da adicdo de nutrientes e micronutrientes (sais minerais). O desenvolvimento do trabalho
constou basicamente de 3 etapas: i) Testar o efeito da adicdo de diferentes fontes de
nitrogénio (protéica e amoniacal) ao meio de cultivo durante o processo de propagacdo
do fermento; ii) Testar a adicdo de micronutrientes (zinco, cobre, ferro e manganés; iii)
Testar a influéncia da concentracdo inicial de in6culo no aumento do rendimento e da
massa celular; contribuindo, assim para o desenvolvimento de um protocolo operacional
de propagacdo de fermento que possa ser utilizado para producdo de cachaca de
alambique.

2. REVISAO DE LITERATURA

Os dados historicos sobre bebidas alcodlicas sdo imprecisos, sendo dificil saber
guando foram obtidas as primeiras bebidas alcodlicas fermentadas, embora haja citac6es
sobre seu uso antes da era cristd. As descricbes mais precisas provém de autores
arabes, do século X, supondo-se que eles tenham criado os termos alcool e alambique.

Na Europa, as primeiras mencdes sobre o alcool datam do século Xl (LIMA, 2001).

A tecnologia de producdo das bebidas alcodlicas espalhou-se pelo Velho e Novo
Mundo. Na Italia, o destilado de uva fica conhecido como grappa. Na Alemanha, a partir
da cerveja, o kirsh. Na Escécia, o Whisky, destilado da cevada sacarificada. Na Russia, a
vodka, de centeio. Na China e Japao, o saké, de arroz. Em Portugal, destilado do bagaco
de uva, a bagaceira (LIMA, 2001). Com o descobrimento do Brasil, Portugal trouxe a
cana-de-acucar, originaria da Asia Meridional entre 1532 e 1548. A historia da cachaca
confunde-se entdo com a prépria historia do Brasil, sendo produzida como uma bebida
alcodlica resultante dos tachos de melaco, a garapa azeda que passou entdo mais tarde
a ser chamada cagaca e finalmente cachaga (LIMA, 2001) .

A producdo de cachaga no Brasil data do inicio da colonizagédo. Entretanto, as
indastrias de cachaca até 1945 eram rurais e rudimentares, ndo havendo padrdes de
gualidade. A producdo domeéstica aumentou bastante e desde entdo o processo de
producdo vem sendo aperfeicoado e melhorado, o que tem acarretado melhorias no
rendimento, produtividade e qualidade do produto final (PATARO et al., 2002).

Atualmente a producéo artesanal de cachaca de alambique tem sido destaque na
economia do estado de Minas Gerais. A producédo de cachaca de alambique, mesmo
registrando um alto grau de clandestinidade, desempenha importante papel na

estruturacdo da economia agro-industrial do Estado. S&o 8.466 estabelecimentos
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produtores, que, combinando a producdo da cachagca com atividades agropecuarias,
empregam, direta e indiretamente, cerca de 240.000 pessoas e geram uma renda anual
total estimada de R$ 1,5 bilhdo, em toda a cadeia. Da produ¢cdo do Estado, 43% sé&o
oriundas de estabelecimentos registrados, contra 57% de clandestinos. A producdo de
cachaca no estado de Minas Gerais € da ordem de 230 milhdes de litros/safra,
representando perto de 18% da producédo nacional de, de acordo com SEBRAE — MG
(2002).

O mercado de cachaca no Brasil tem passado por recentes transformacoes,
configuradas, principalmente, por uma certa elitizagdo do consumo e por uma busca
crescente de qualidade Atualmente, o mercado brasileiro da cachaga movimenta um
volume de aproximadamente 1,3 bilhdes de litros, o que coloca a bebida como a segunda
mais vendida no Brasil, perdendo apenas para a cerveja. Embora a produc&do nacional
seja consumida quase que totalmente no mercado interno, tem se verificado um
crescimento acentuado da sua aceitacdo no mercado internacional, haja visto que hoje

ela representa o terceiro destilado mais consumido no mundo (ESTANISLAU et al., 2002).

Assim, o atual estagio de desenvolvimento do mercado da cachaca mostra grande
potencial para a exportacdo, levando-se em consideracdo a crescente aceitacdo e a
pequena parcela da producdo que é destinada ao exterior (ESTANISLAU et al., 2002).
Apenas cerca de 1% da producao nacional é exportada, o que no ano de 2002 totalizou
14,8 milhdes de litros.

Como consequéncia do aumento da producdo, surgiu uma demanda técnica e
cientifica, da cultura da cana-de-acucar ao engarrafamento da cachaca. Muitos estudos e
pesquisas foram feitos na area de fermentacdo do caldo de cana-de-acUcar e muitos
foram os conhecimentos adquiridos quanto a extracdo do caldo, purificacdo, fermentacéo,
desinfeccdo, técnicas de destilacdo, busca de leveduras apropriadas e selecionadas, e
outros parametros. Esses estudos contribuiram para o aperfeicoamento técnico da antiga
e rotineira industria aguardenteira, e seu acervo foi muito importante quando a industria
de alcool etilico no Brasil foi solicitada a incrementar suas atividades com a finalidade de
produzir etanol como combustivel liquido alternativo (LIMA, 2001).

Motivadas pela expansdo do consumo, tém-se percebido acbes voltadas no
sentido de tornar a atividade mais eficiente e articulada, uma vez que historicamente ela
se caracteriza como bastante pulverizada e com elevado indice de informalidade. Destas
iniciativas, temos o Programa Brasileiro de Desenvolvimento de Aguardente de Cana
(PBDAC), o Programa Especial de Exportacdes (PEE), o Programa dos Novos Polos para
Exportacdo (PNPE) e a Rede Mineira de Tecnologia da Cachaca (RTMC).
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Embora o objetivo final seja a insercdo no mercado através da qualidade do
produto final, esforcos tém que ser dispensados desde a obtencdo da matéria-prima,

passando por todas as etapas do processamento, até chegar a comercializacdo
(ESTANISLAU et al., 2002).

2.1. Conceituacgéo

As aguardentes sao obtidas por destilacdo de um liquido que contém alcool etilico
em sua composicdo. De maneira geral, o conteudo de alcool deriva da fermentacéo de
acucares contidos na matéria-prima. O teor de alcool das aguardentes varia de trinta e
oito a cinquenta e quatro por cento v/v (volume por volume) a temperatura de vinte graus
Celsius. Nesta operacdo, inevitavelmente, sdo destiladas algumas substancias que
acompanham o alcool e que sdo chamadas de impurezas ou impurezas volateis. Elas
contribuem para conferir ao destilado diferentes caracteristicas de aroma e sabor, que
sdo modificadas ou intensificadas pela maturacdo, ou envelhecimento em tonéis de
madeira, sob condi¢des adequadas (LIMA, 2001).

Cachaca € a denominacao tipica e exclusiva da aguardente de cana-de-acucar
produzida no Brasil, bebida fermento-destilada com graduacéo alcodlica de trinta e oito a
guarenta e oito por cento v/v (volume por volume) a temperatura de vinte graus Celsius
obtida pela destilacdo do mosto fermentado de cana-de-aglUcar com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de aguUcares até seis gramas por litro,
expressos em sacarose (BRASIL, 2005).

Na TABELA 1, sdo mostrados a composicao tipica da cachaca (coeficiente de
congéneres) segundo o novo Regulamento Técnico para fixacdo dos Padrbes de
Identidade e Qualidade para aguardente de cana e para cachacga:
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TABELA 1 - Composicéao Tipica da cachaca pela legislacéo brasileira

Composto Limite maximo
Teor alcoolico 38 a 48 % etanol v/v
Esteres em acetato de etila 200 mg/100mL de alcool anidro
Acidez volatil em acido acético 150 mg/100mL de élcool anidro
Aldeidos em aldeido acético 30 mg/100mL de alcool anidro
Furfural e Hidroximetilfurfural 5 mg/100mL de alcool anidro

Soma dos alcoois isobutilico (2-metil
propanol), isoamilicos (2-metil -1- butanol +3
metil-1-butanol) e n-propilico (1- propanaol),

360mg/100mL de alcool anidro

Fonte: BRASIL, 2005

Segundo este Regulamento Técnico sdo fixados limites maximos para

Contaminantes Organicos e Inorganicos, mostrados na TABELA 2, a seguiir.

TABELA 2 - Limites maximos para contaminantes organicos e inorganicos

Contaminantes Organicos Limite maximo
Alcool metilico 20,0 mg/100 mL de alcool anidro.
Carbamato de etila 150ug/L
Acroleina (2-propenal) 5mg/100mL de alcool anidro
Alcool sec-butilico (2-butanol) 10mg/100mL de &lcool anidro
Alcool n-butilico (1-butanol) 3mg/100mL
Contaminantes Inorgéanicos Limite maximo
Cobre (Cu) 5mg/L
Chumbo (Pb) 200ug/L
Arsénio (As) 100ug/L

Fonte: BRASIL, 2005

2.2. Producao de cachaga

Do ponto de vista biolégico, o processo para fabricacdo de cachaca de alambique
constitui-se de duas etapas principais, do ponto de vista biolégico: na primeira €&

preparado o inoculo, chamado também pé-de-cuba. Nesta etapa, basicamente os
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microrganismos sdo multiplicados em condicdes apropriadas, para garantir o
desenvolvimento adequado da segunda etapa, que corresponde a conversdo de acglcar
em alcool e gas carbonico, fase que é chamada fermentacdo (PATARO et al., 2002).

A fermentacdo é a segunda e principal etapa do processo de producdo de
cachaca. Nesta etapa o0 aclUcar e outros compostos presentes no mosto sao
transformados em etanol, CO, e outros produtos que sado responsaveis pela qualidade e
defeitos do produto. As fermentacbes s&o conduzidas em recipientes proprios
denominados dornas (JANZANTTI, 2004).

O processo mais utilizado por produtores de cachaca de alambique é o de batelada
simples com reciclagem de inéculo. Este método consiste na incubacdo de uma dorna
com o pé de cuba. Quando a fermentacdo atinge um estado apropriado (formacgédo de
bolhas) passa-se metade do conteldo para uma dorna vazia (corte de dorna). Em
seguida, completa-se o volume das duas com o caldo a ser fermentado (PATARO et al.,
2002).

A FIGURA 1 a seguir, mostra o fluxograma da producdo da cachaca. A cana-de-
acucar ap6és moida e separado o bagaco, é submetida a uma filtracéo, por passagem em
peneiras, ou decantado para separacdo do bagacilho. O caldo pronto para fermentar é
denominado mosto, € colocado para fermentar na presenca do fermento, normalmente o
“pé-de-cuba”. Apés terminada a fermentacdo do mosto, o caldo é chamado de vinho, que
apos sedimentado é destilado. Durante a destilacdo, sdo separadas fracdes de cabeca e
cauda, onde a cachaca é a fracdo chamada de coracdo. A bebida entdo pode ser

envelhecida, ou engarrafada logo a seguir da producéo (LIMA, 2001; MAIA et al., 1995).
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FIGURA 1 — Fluxograma da producédo de cachaca.

2.2.1. Matéria-prima:

A matéria-prima para a fabricacdo da cachaca é a cana-de-acucar. No Brasil
normalmente é feita uma selecdo, dentre as variedades existentes para producdo de
acucar e alcool, tentando-se obter as que possam ser utilizadas na producado de cachaca
de alambique (ANDRADE et al., 2002).
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A escolha das variedades produtoras de cana-de-acucar em Minas Geras tem sido

feita levando em consideracéo o periodo médio de maturacdo das variedades, condicdes

climaticas e de solo (SILVEIRA et al., 2002). As variedades devem ser adaptadas as

condicdes climaticas da regido onde se encontra instalada a unidade industrial, com a

finalidade de apresentar elevada produtividade de acucar por area (NOVAES, 1995 citado
por JERONIMO, 2004).

2.2.2. Extracdo do caldo

A extracdo do caldo de cana-de-acucar é feita por esmagamento direto nas
moendas, cuja capacidade vai variar de acordo com a capacidade de processamento da
fabrica. O maior ou menor rendimento em cachaca esta ligado a eficiéncia na extracao do
caldo (LIMA, 2001).

Tecnologicamente, todo liquido suceptivel de fermentar € denominado mosto. Apés
moagem, o caldo de cana-de-acUcar é filtrado e clarificado por decantacdo, que retira
parte das impurezas em suspensao. O caldo obtido pela moagem da cana-de-acucar é
constituido de agua entre 78% e 86%, sacarose entre 11% e 18%, acUcares redutores
entre 0,2% e 1,0%, cinzas entre 0,3% e 0,5% e compostos nitrogenados entre 0,5% e
1,0% (LIMA, 2001). O caldo de cana-de-acucar a ser fermentado apresenta normalmente
valores de pH entre 5,2 e 5,8. Os compostos organicos nao agucares sdo constituidos de
substancias nitrogenadas (proteinas, aminoacidos, etc.), gorduras, ceras, pectinas, acidos
(mdlico, succinico, etc.), e de matérias corantes (clorofila, sacaretina e antocianina). Os
ndo acucares inorganicos, representados pelas cinzas, tém como componentes
principais: silica, potassio, fésforo, célcio, sddio, magnésio, enxofre, ferro, aluminio, cloro
e outros (STUPIELLO, 1987, citado por JERONIMO, 2004).

2.2.3. Fermentacgao

A fermentacéo ideal ocorre com o caldo de cana-de-acucar numa concentracado de
acucar em torno de 14 a 16 °Brix. Teores de acgUcar acima de 16 °Brix podem acarretar
fermentacdes mais lentas e frequentemente incompletas (PATARO et al., 2002). Segundo
OLIVEIRA & MAGALHAES (2002), deve-se diluir o caldo de cana-de-aglcar para uma

concentracdo de solidos soluveis totais entre 12 e 16 °Brix.
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A fermentacdo descontinua é também conhecida por fermentacéo por batelada ou
processo descontinuo de fermentacdo. Tem a caracteristica principal de no instante inicial
0 mosto é inoculado com microrganismos e incubado, de modo a permitir que a
fermentacdo ocorra sob condi¢des 6timas. No decorrer do processo fermentativo nada é
adicionado (CARVALHO & SATO, 2001).

O processo € definido como fermentacdo descontinua alimentada é uma técnica
em processos microbianos, onde um ou mais nutrientes séo adicionados ao fermentador
durante o cultivo e em que os produtos ai permanecem até o final da fermentagcédo. A
adicdo de mosto pode ser continua ou intermitente (CARVALHO & SATO, 2001).

A duracdo média de um processo fermentativo € de 24 horas. Em geral, a
fermentacdo é conduzida pelo sistema convencional em batelada e consiste em se
colocar o in6culo e todo o meio a ser fermentado na dorna de fermentacédo (PATARO et
al., 2002). O processo fermentativo inicia logo que a levedura entra em contato com o
mosto e é dividido em trés fases: fase preliminar ou pré-fermentacao, caracterizada pela
adaptacdo das leveduras e multiplicagédo celular; fase de fermentacdo principal e
tumultuosa, com desprendimento abundante de gas e producdo de alcool e fase de
fermentacdo complementar ou pés fermentacdo, onde se observa reducédo da atividade
fermentativa (JANZANTTI, 2004).

Dentre os metabdlitos secretados pelas leveduras, o etanol € produzido em maior
guantidade (SILVA, 2003). Apesar disso, é normal que uma pequena percentagem seja
convertida em outros produtos. Estes incluem glicerol, acidos organicos (como succinico,
acético, latico, butirico, etc.), alcoois superiores (amilico, isoamilico, butirico, isobutirico,
propilico e isopropilico), aldeidos, ésteres, entre outros compostos volateis (JANZANTTI,
2004)

2.3. Propagacao do Fermento:

2.3.1. Leveduras utilizadas na producéo de cachaca

As leveduras utilizadas na fabricacdo de bebidas alcodlicas geralmente sao
linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Nas fermentacfes espontaneas, um grande
namero de espécies podem estar envolvidas, com predominancia de S. cerevisiae (REED
& NAGODAWITHANA, 1991; PATARO, 2000). Segundo ALVES (1994), a viabilidade

celular é extremamente importante para o desenvolvimento do processo fermentativo e a
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tolerancia da levedura ao produto da fermentacdo (etanol) é determinante na
produtividade em éalcool de fermentacdes em escala industrial.

O in6culo natural, chamado “pé de cuba” é usualmente preparado pelo método
conhecido como fermento caipira, que consiste numa mistura de caldo de cana-de-agucar
nao diluido, farelo de arroz, farinha de milho ou soja, entre outros cereais, com adi¢cao de
suco de limado ou laranja azeda para abaixar o pH. Séo feitas adicGes diarias de caldo de
cana-de-agucar no periodo de cinco a sete dias (LIMA, 1983; RIBEIRO, 2002), quando as
leveduras estdo se reproduzindo e o volume de massa celular esta aumentado. Desta
forma, o inoculo é obtido a partir da fermentacdo espontanea do caldo por
microrganismos selvagens presentes no caldo da cana-de-acglcar, nos equipamentos e
nas dornas de fermentagao.

A utilizacdo de leveduras selecionadas tem sido pesquisada, visando um aumento
da produtividade, vantagens tecnolégicas e melhoria das caracteristicas sensoriais da
cachaca (PATARO et al., 2000; GUERRA et al.,, 2001; OLIVEIRA, 2001). Segundo
MORAIS et al. (1997) foi observado que durante a multiplicagédo do fermento natural e no
decorrer da fermentacao para producao de aguardente de cana artesanal, a qual varia de
12 a 48 horas, ha uma sucessdo de espécies de leveduras, sendo a espécie
predominante S. cerevisiae. Candida sake, Kluyveromyces marxianus var. drosophilarum
e leveduras apiculadas também séo frequentes.

Nas grandes destilarias brasileiras de alcool e mesmo em pequenas fabricas, ja é
comum o uso de fermentos selecionados no inicio da safra, mas ainda ha um grande
numero de fabricas que trabalha com leveduras de panificacdo, prensadas, e com
fermentos naturais. Ao longo dos ciclos de fermentacdo, que dura normalmente entre 20
a 24 horas, o caldo de cana-de-agUcar vai sendo lentamente “contaminado” pelas
leveduras indigenas, que se sobrepde e dominam o processo fermentativo. 1sso ocorre
em qualquer regido do pais, com predominancia de microrganismos adaptados as
condi¢cBes locais (LIMA, 2001). Observa-se que de uma forma geral, S. cerevisiae
prevalece nas fermentagdes, em fermentagbes espontaneas ou conduzidas (FIALHO,
2000; SCHWAN et al., 2001).
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2.3.2. Fatores que influenciam diretamente na propagacao do fermento

2.3.2.1. Aeracao e agitacéo

Para preparacdo de culturas “starter” (ou indculo) e no controle da fermentacao
alcoolica, é importante considerar a funcdo do oxigénio no controle do metabolismo e
crescimento da levedura. Quando o oxigénio esta disponivel, o metabolismo da levedura
direciona para a respiracao, rendendo teoricamente 38 moles de ATP para cada mol de
glicose, desta forma, permitindo uma maior velocidade de crescimento, maior producao
de biomassa, e a sintese de materiais de reserva, como esterdis e acidos graxos. Desta
forma, a aeracdo € usada na preparacdo de culturas “starter” quando uma quantidade
maior de biomassa € requerida (HENICK-KLING, 1988).

Segundo AIBA et al. (1973), os propositos da aeracao e agitacdo em fermentacao
sdo, primeiramente, fornecer oxigénio aos microrganismos, e agitar o caldo de
fermentacdo de forma que uma suspensdo uniforme de microrganismos esteja dispersa
no meio. Muitos fermentadores séo equipados com agitacdo mecéanica do meio de cultura
para desintegrar as bolhas de ar e intensificar a turbuléncia dos liquidos, mas
fermentadores desprovidos de agitadores mecanicos também séo usados.

Segundo SCHMIDELL (2001), um cultivo que seja altamente eficiente, ocorre com
elevadas velocidades de crescimento celular, significa altas velocidades de consumo da
fonte de carbono, a fim de que haja abundancia de elétrons transportados na cadeia
respiratoria (geracdo de ATP), mas significa também, obrigatoriamente, a necessidade da
existéncia de oxigénio dissolvido, a fim de que estes elétrons sejam drenados ao final
desta cadeia.

Ainda segundo este mesmo autor, a situacdo é distinta para o oxigénio, pois este
elemento é muito pouco soluvel em agua. De fato, a concentracao de oxigénio dissolvido
na saturacao € apenas da ordem de 7 mg O/L (ou 7ppm), ao se borbulhar ar atmosférico
a pressao de 1 atm e a 35 °C. Por esta razdo € que se costuma afirmar que a extensao
de um processo descontinuo aerébio e, por conseguinte, a obtencdo de elevadas
concentracbes do produto desejado, depende enormemente da capacidade de se
transferir o O, para a fase liquida, especialmente nos instantes mais avancados do
processo, onde a concentragéo celular pode ser elevada. Em outras palavras, pode-se ter
situacdes em que a capacidade de transferéncia de oxigénio € que ditar4 as condicdes de

operacao.
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Formas menos eficientes, em termos de transferéncia de oxigénio, podem ser

interessantes sob outros aspectos, como, por exemplo, a de submeterem as células a um

menor cisalhamento. Deve-se lembrar também que sempre se fermenta solucbes de

nutrientes, o que significa a presenca de muitas substancias dissolvidas, as quais, no

computo final, reduzem a concentracdo de oxigénio em relacdo ao valor observado para a
agua (SCHMIDELL & FACCIOTTI, 2001).

2.3.2.2. Temperatura

PATARO et al. (1998) estudaram as caracteristicas da fisiologia de crescimento de
210 linhagens de leveduras isoladas de um alambique de cachaca de alambique do
estado de Minas Gerais. A maioria das linhagens foi fisiologicamente adaptada as
condigcbes ambientais observadas nas dornas de fermentacdo. Elas foram capazes de
crescer a 35 °C, em meio contendo até 25% de glicose e em concentracédo de 5 % (v/v)
de etanol.

A temperatura Otima para a fermentacdo é de 5-10 °C acima do 6timo para o
crescimento da levedura, que encontra-se na faixa de 25-30 °C (JONES et al., 1981;
WATSON, 1987). ALVES (1994) ressalta que estas consideracfes ndo condizem com o
fato de que nas regides tropicais a temperatura do processo facilmente atinge 40 °C.
STUPIELLO & HORII (1981) afirmam que a reproducédo de células pode ocorrer até a
temperatura da ordem de 38 °C, havendo inibicdo da multiplicagéo a 40 °C e na presenca
de 8 a 9 % v/v de etanol.

2.3.2.3. Requerimentos para o crescimento e composi¢cao quimica do mosto

E importante observar que as condi¢es de cultivo que proporcionem o méaximo de
crescimento celular podem ndo ser necessariamente aquelas que proporcionem o
maximo de rendimento de algum produto do metabolismo (AIBA et al.,, 1973). Sabe-se
gue metabolicamente as leveduras sdo predominantemente anaerobias facultativas,
sendo capazes de crescer tanto na auséncia de ar (fermentacdo) como na sua presenca
(respiracdo ou metabolismo oxidativo). A presenca do oxigénio molecular, como ocorre na
aeracdo, induz a mudanca no metabolismo energético de fermentacdo para respiracao
(REED & PEPPLER, 1973).

A célula de levedura possui compartimentacfes para adequacdo da atividade
metabdlica. A fermentacdo alcodlica (glicolise anaerdbia) ocorre no citoplasma, enquanto
gue a oxidacao total do acucar (respiracdo) se da na mitocéndria (BASSO et al., 1996).

Observa-se que, quando 0s microrganismos sdo capazes de crescer em ambas as
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situacOes (aerobiose/anaerobiose), um substrato que € metabolizado aerobiamente
ocasiona um crescimento celular muito maior quando comparado ao substrato
metabolizado anaerobiamente (AIBA et al., 1973).

Na verdade, poucas espécies sao capazes de crescer mais rapidamente sob estas
condicles, e S. cerevisiae se sobressai como leveduras geralmente conhecidas como
anaerdbias facultativas. E comumente aceito que anaeroébios facultativos tém a habilidade
de crescer sob ambas as condicdoes de aerobiose ou anaerobiose usando,
respectivamente, oxigénio molecular ou outro composto como aceptor final de elétrons ou
redutores equivalentes vindos do processo anabdlico (RODRIGUES et al., 2006).

Segundo REED & NAGODAWITHANA (1991), muitos autores tém demonstrado a
relacdo entre a composicdo da biomassa das leveduras e a quantidade dos varios
nutrientes requeridos para alcancar esta composicdo. A composicdo de leveduras S

cerevisiae de fermento prensado para panificagcdo € mostrada na TABELA 3, a sequir.

TABELA 3: Composicao de leveduras de fermento prensado

Componente % em base seca
Proteina 47
Carboidratos 33
Minerais 8
Acidos Nucléicos 8
Lipideos 4

Fonte: REED & NAGODAWITHANA (1991)

PULZATTO (2000) comenta que a composi¢cdo quimica da levedura é amplamente
afetada pelas condi¢cdes quimicas e fisicas do meio de crescimento, mas podem ser
resumidas como tendo alto teor de proteina, alto conteldo de &cidos nucléicos, baixo
conteudo de lipideos, alto contetdo de cinzas, conteldo moderado de carboidratos e alto

conteudo de vitaminas.

2.3.2.3.1. Fonte de Carbono

OURA (1974) afirma que a presenga do oxigénio ndo significa necessariamente
gue o metabolismo € de fato aerébio. A concentracdo de glicose no meio tem provado ter
uma importante funcéo regulativa no metabolismo. A concentracdo de acucar no caldo de
cana-de-agucar deve ser diferente nas duas etapas distintas do processo fermentativo. A
primeira esta relacionada com a propagacdo de S.cerevisiae que é feita sob intensa
aeracdo. Normalmente € recomendado que o teor de acucar ndo seja superior a 2-3%

(p/v), jA& que concentracbes mais altas prejudicam a respiracdo da célula, que é
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indispensavel para um crescimento eficiente. A segunda etapa esta relacionada com a
fermentacdo propriamente dita, ou seja, a conversdo de acucar em etanol e CO,. Nesta
etapa, o teor médio de agucar tolerado pela levedura é em torno de 15% (p/v). Este limite
pode ser variavel de acordo com a levedura e as demais condicbes do processo
fermentativo (MAIA et al., 1992; SCHWAN & CASTRO, 2001).

MAIA (2002) comenta que em cultura aerdbia, o préprio substrato € reconhecido
com agente regulador do metabolismo da glicose. O efeito Crabtree € descrito como o
efeito repressor da atividade respiratoria pela glicose livre. Assim, S cerevisiae seria
“sensivel” a glicose, pois em concentracbes de 100 a 200 mg/L ja € iniciada a
fermentacdo. Segundo REED & PEPPLER (1973) esta repressao ocorre na concentracao
de 0,2 % plv, e esta é a razdo para se conduzir fermentacdes em batelada alimentada. O
acucar deve ser alimentado continuamente a uma taxa lenta para que possa ser
consumido continuamente e ndo ultrapasse a concentracao critica.

Segundo PRESCOTT & DUNN (1959) a concentracdo de agucar € mantida baixa
no tanque de propagacdo com o objetivo de favorecer a utilizagdo do acucar para a
producdo de células ao invés da producédo de etanol. A concentracdo usual de aclUcar no
propagador varia entre 0,5 a 1,5% p/v, dependendo do processo.

Devido a formacado de etanol diminuir o rendimento em biomassa, é necessario
controlar a taxa de alimentacdo de acUcar no propagador para minimizar a producao de
etanol. Desta forma, a concentragcdo de agUcar € o pardmetro principal para efetiva
producdo de massa celular de levedura (MISKIEWICZ & KASPERSKI, 2000).

2.3.2.3.2. Fonte de Nitrogénio

As leveduras geralmente podem sintetizar todos 0s aminoacidos e bases
nitrogenadas necessarias para seu crescimento celular a partir do ion aménio. O
crescimento é acelerado quando estédo disponiveis no meio de crescimento “unidades de
construcdo”, como aminodcidos, para a sintese de enzimas celulares e componentes
estruturais (HENICK-KLING, 1988). No entanto, ALVES (1994) comenta que a utilizacao
de sulfato de amoénio como fonte nitrogenada resulta em maior acidez do meio, que
embora possa favorecer o controle da contaminacéo bacteriana (e consequente reducao
da formacdo de &cidos latico e acético), causa estresse a levedura, diminuindo a
viabilidade e multiplicacao.

Pode-se usar suplementacdo com amonio ou sais de amonio, mas segundo AIBA

et al. (1973), o crescimento é mais rapido quando se usa nitrogénio organico. PULZATTO
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(2000) constatou que a producédo especifica de células de levedura (Yys) aumentou
linearmente com o aumento do nitrogénio protéico no meio de fermentacéao sintético.

A reproducédo de S. cerevisiae varia em fungdo do nivel de nutrientes encontrados
na matéria-prima, e dentre estes 0 nitrogénio € o que apresenta uma resposta mais
significativa. A levedura ndo assimila instantaneamente o nitrogénio quando adicionado
na forma de uréia (46% de N) ou sulfato de aménio (21% de N) (PINOTTI, 1991).

Visando verificar a influéncia da adicdo de nitrogénio protéico na fermentacao
alcodlica de caldo de cana-de-aclcar para producdo de cachaca, JERONIMO (2004)
testou o uso de trés diferentes fontes de nitrogénio protéico, dentre elas, um isolado
protéico de soja (denominado comercialmente de SUPRO 780 - anteriormente
denominado Samprosoy 90 LH produzido pela Bunge Alimentos), obtendo uma boa
multiplicacéo e viabilidade da levedura, propiciando assim, melhor qualidade no fermento
reciclado. Neste experimento, a viabilidade manteve-se elevada até o final do
experimento (6 reciclos), e a massa celular produzida também. Segundo esta autora, o
nitrogénio protéico original do caldo de cana-de-agucar foi praticamente todo consumido,
0 que significa estar em forma assimilavel pela levedura. Do ponto de vista nutricional da
levedura, os resultados deste trabalho mostram que o N protéico presente no caldo é

insuficiente para suprir a nutricdo da levedura em fermentacéao.

2.3.2.3.3. Adicéao de fuba e farinha de soja ao mosto:

MAIA (1992) propds que a adicdo de fuba ao mosto resulta em alguns beneficios
ao processo fermentativo, como a adsorcdo pelo amido de metabdlitos secundarios da
prépria fermentacéo alcodlica, cuja presenca no mosto afeta a via glicolitica. Mas CLETO
(1997) testou a suplementacdo do mosto com fuba de milho, ndo obtendo alteracdes
significativas na viabilidade celular. O autor observou um menor teor de acidez no mosto
suplementado com fuba, resultando também numa cachaca com menor acidez total.

Os acidos graxos insaturados podem ser sintetizados pelas células, sendo
indispensaveis para garantir sua viabilidade. Contudo, nas condicbes da fermentacdo
alcodlica a incorpor¢cédo de suplementos nutricionais ricos em acidos graxos insaturados
favorece nitidamente a fisiologia das células. Usualmente sdo empregados farelo de
arroz, farinha de soja e o fuba. Dentre estes, o mais rico em acidos graxos insaturados €
a farinha de soja (OLIVEIRA, 1998; MAIA, RIBEIRO E SILVEIRA, 1995).
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2.3.2.3.4. Fonte de Minerais:

As leveduras exigem diversos ions inorganicos (minerais) em concentracfes tanto
micro como milimolar para manifestarem 6timos crescimentos e rendimento fermentativo.
Deficiéncias ou concentracdes elevadas de tais minerais, ou seja, um desequilibrio entre
0S nutrientes minerais provocam alteracdes metabolicas significativas (BASSO et al.,
1996).

Microelementos tém wuma funcdo importante no metabolismo celular,
principalmente devido aos seus requerimentos como cofatores para varias enzimas
(STEHLIK-TOMAS et al., 2004). Aparentemente, ions metélicos sao vitais para todos os
organismos, e desta forma, transportadores destes ions tém um papel crucial na
manutencdo da homeostase. Todavia, quantidades excessivas destes mesmos ions sdo
toxicos e podem causar danos as fungbes as quais se prestam (NELSON, 1999; COHEN
et al., 2000 citado por STEHLIK-TOMAS et al.,, 2004). Em sua revisdo, JONES &
GREENFIELD (1984) dividem as funcdes destes ions em duas: enzimatica e estrutural.
Na funcdo enzimatica, alguns ions sdo o centro catalitico de uma enzima, como um
ativador ou estabilizador da funcdo enzimética, ou mantém controle fisiolégico por
antagonismo entre ativadores e desativadores. Dentre estes, Zn 2*, Co **, Mn ?* e Cu?*
sdo comumente centros cataliticos. A funcdo estrutural € desempenhada pelos ions que
agem neutralizando forcas eletrostaticas presentes nas muitas unidades celulares
anidnicas. Na maioria das vezes, K* e Mg?* sdo encontrados em polifosfatos, RNA, DNA
e proteinas. Segundo LIMA (2001), a adicdo de sais minerais é vantajosa para corrigir
deficiéncias que o caldo normalmente apresenta. De um modo geral, a adicdo néo é feita
em todo o volume do mosto, mas nos “pés de cuba”, ou periodicamente, nas dornas de
fermentacgao.

A composicdo elementar de uma célula microbiana depende de muitos fatores,
como condicdes de cultivo, espécie do microorganismo, e até mesmo do substrato
utilizado para seu crescimento (CARVALHO & SATO, 2001). Zinco, cobre e manganés
sdo muito interessantes devido ao efeito positivo na atividade respiratoria e na taxa de
crescimento de S. cerevisiae (JONES & GADD, 1990, citados por STEHLIK-TOMAS et
al., 2004).

Segundo AIBA et al. (1973), fosforo, potassio enxofre e magnésio sdo 0s minerais
mais encontrados na composicdo de microrganismos, e estes e outros elementos
presentes em quantidades significativas devem ser suplementados ao meio de cultura. A

seguir, sdo mostrados na TABELA 4 os constituintes inorganicos de leveduras, segundo
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estes autores e uma comparacdo com a composicdo descrita em REED &
NAGODAWITHANA (1991).

TABELA 4: Constituintes inorganicos das leveduras

Elementos AIBA et al. REED AND NAGODAWITHANA
(9/100g peso seco) (1973) (1991)
Fésforo 0,8-2,6 1,35
Enxofre 0,01 -0,24 0,39
Potassio 1,0-4,0 2,1
Magnésio 0,1-0,5 0,165
Saédio 0,01-0,1 0,012
Calcio 0,1-0,3 0,075
Ferro 0,01-0,5 0,002
Zinco 0,017
Cobre 0,002 -0,01 0,0008
Manganés 0,0005 - 0,007 0,000002
Molibdénio 0,0001 — 0,0002 0,00004
Total de Minerais 5-10
. Zinco

Segundo STEHLIK-TOMAS et al. (2004), o zinco, na sua forma biologicamente
mais relevante (jons Zn?") é essencial como cofator cataliico em vérias enzimas,
inclusive alcool desidrogenase, fosfatase alcalina, anidrase carbonica e varias
carboxipeptidases, ndo sendo substituido por nenhum outro ion em suas funcées (JONES
& GREENFIELD, 1984). Tem sido apontado que a presenca de fons Zn** em quantidades
de 5-15 uM no meio nutriente otimizam o fator de crescimento de células de levedura,
assim como a producdo de etanol. De forma oposta, sua deficiéncia paralisa o
crescimento celular e atividade fermentativa. Todavia, altas concentracdes de zinco no
meio de crescimento podem ser toxicas, uma vez que o zinco afeta a permeabilidade das
membranas ao potassio, causando um efeito antagonista no crescimento e fermentacéo
(JONES & GADD, 1990; LIU et al., 1997, citados por STEHLIK-TOMAS et al. (2004).

o Cobre

O cobre também € um cétion divalente vital para células de leveduras, agindo
como cofator de algumas enzimas como citocromo c-oxidase, lactase e Cu-Zn superoxido
dismutase (STEHLIK-TOMAS et al., 2004). A concentracdo Otima no meio nutritivo para
crescimento da levedura e atividade fermentativa estd na faixa de 1-10 uM. Segundo
JONES & GREENFIELD (1984), a concentracdo de 10 uM ja pode inibir o crescimento,

estando a concentracdo 6tima entre 1-1,5 uM.
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o Manganés

Segundo JONES & GADD (1990) e LIU et al. (1997), citados por STEHLIK-TOMAS
et al. (2004), células de levedura requerem manganés como um elemento tragco essencial
a uma concentracdo de 2-10 uM para otimizar o crescimento. O manganés tem uma
funcdo importante no metabolismo de S. cerevisiae como parte de algumas enzimas, por
exemplo, piruvato descarboxilase. Segundo JONES & GREENFIELD (1984), manganés
na concentracdo de 7 uM estimula os efeitos do Zn.

STEHLIK-TOMAS et al. (2004) conduziram um experimento visando estudar a
incorporacdo de alguns microelementos a células de S. cerevisiae e 0 impacto no estado
fisioldégico das células. A adicao de 0,1 g/L de cada um dos sais ZnSO,4, CuSO,4 e MnSO,
aumentou o rendimento em biomassa celular em 30% em condicbes semiaerdbias. Em
condicGes de anaerobiose, o rendimento de biomassa aumentou 10%, e a producéo de

alcool aumentou 20%.

. Ferro:

JONES & GREENFIELD (1984) citam que a presenca de ferro na concentragéo de
1 a 3 uM parece ser a concentragcdo Otima para o crescimento. Apenas pequenas
concentracbes deste ion sdo requeridas na funcdo de heme-enzimas. Apesar disso,
segundo estes autores, ndo tem sido reportados efeitos sobre o fator Yys. BACH et al.
(1978) utilizaram 0,019/100 mL de (NHj).Fe2(SO4); em meio de cultivo aerébio de S.
cerevisiae. AIBA (1976) e OURA (1974) utilizaram 0,03 g/100mL de (NHj)2Fe»(SO4)3 em
cultivos em batelada alimentada desta mesma levedura, ambos obtiveram resultados de

Yys.acima de 0,5.

2.3.3. Parametros Cinéticos

Segundo HISS (2001), o estudo cinético de um processo fermentativo consiste
inicialmente na andlise da evolugcdo dos valores de concentracdo de um ou mais
componentes do sistema de cultivo, em fungdo do tempo de fermentagcédo. Entende-se
como componentes, 0 microrganismo (ou biomassa), os produtos do metabolismo (ou
metabalitos) e os nutrientes ou substratos que compde o0 meio de cultura.

O perfil cinético representa o ponto de partida para a descricdo quantitativa de uma
fermentacdo, sem o conhecimento cinético torna-se inviavel a transposicdo de um

experimento para a escala industrial. Afirmar que certa composicdo do mosto, por



30
exemplo, € melhor do que a outra, equivale a dizer que um fator de conversao (substrato

em células, por exemplo) € maior no primeiro caso.

2.3.4. Propagadores

Modernos biorreatores na forma de fermentadores sdo usados em producéo em
larga escala de produtos farmacéuticos e na industria de alimentos, para produtos de
fermentacdo (COONEY, 1983). Varios autores reportam trabalhos onde biorreatores sao
desenvolvidos e utilizados (RECH et al., 2002; SCHIMIDELL, 2001; STEHLIK-TOMAS et
al., 2004; OURA, 1974) como forma de minimizar custos otimizando resultados, seja em
produto ou massa celular.

A utilizacdo de um biorreator com a funcdo de propagar o fermento para a
producdo de cachaca permitiria a otimizacdo do processo de producdo de fermento.
Quase a totalidade dos produtores de cachacga ainda efetua a propagacdo do fermento
em recipientes improvisados ou dentro da prépria dorna de fermentacdo. Nestas
condicbes, a reproducdo do fermento é mais lenta e muito mais suscetivel a
contaminacdes. O ideal € dispor-se de um equipamento especialmente destinado a
propagacdo do fermento, onde se propiciem condicbes O6timas para as leveduras
desejaveis e certo nivel de protecdo contra microrganismos invasores. Além disso, o
propagador € indispenséavel para assegurar bons resultados no emprego de leveduras
selecionadas (MAIA, 2002).

2.3.5. Estratégias utilizadas para aprimorar a performance dos meios de fermentacao

Diversos autores empregam numerosas técnicas para producdo de biomassa, ou
produtos produzidos por biotecnologia. Dentre varios, RECH et al. (2002), FERRARI et al.
(2001), MISKIEWICZ & KASPERSKI (2000), e AIBA et al. (1976) utilizaram estratégias
semelhantes as utilizadas neste trabalho.

Muitas técnicas sdo empregadas no desenvolvimento de fermentacdes industriais,
sendo a composicdo do meio de importancia critica, que pode afetar a concentracdo do
produto, rendimento e a produtividade volumétrica (KENNEDY & KROUSE, 1999).

Dentre estas estratégias, as mais frequentemente utilizadas foram reunidas em um artigo
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publicado por estes autores, as técnicas que serviram de suporte ao desenvolvimento da

metodologia utilizada neste trabalho estao descritas a seguir.

2.3.5.1. Estratégia aberta:
Define-se um numero fixo de componentes a serem testados, na melhor
combinacéo possivel. Na estratégia aberta, ndo se faz um pressuposto de qual seriam o0s

melhores componentes.

2.3.5.2. Utilizacdo dos resultados de testes conduzidos em shaker (equipamentos
incubadores dotados de agitacdo constante):
Alguns autores assumem que o melhor meio escolhido dos testes em shaker vao

ser os meios com melhores resultados posteriormente, em biorreatores.

2.3.5.3. Aperfeicoamento de meios ja descritos na literatura:
Para crescimento de microrganismos de mesmas espécies ou géneros ja relatados
na literatura cientifica, utiliza-se ou adapta-se meios previamente testados, também ja

descritos.

2.3.5.4.Troca de componentes:
Utiliza-se uma composi¢cdo de meio como padréo e troca-se um componente por
vez, como por exemplo, a fonte de nitrogénio ou carbono. Desta forma, € possivel avaliar

especificamente a influéncia daguele componente.

2.3.5.5. “Copia” bioldgica:

Baseia-se no conceito que a célula vai crescer melhor no meio que contenha todos
0S componentes que ela precise nas proporcdes corretas. Utiliza-se a composi¢cao da
célula, indices de rendimento celular, entre outros, para calcular quantos componentes
ter4d o meio de cultura e sua concentragdo. WANG et al. (1979), citado por CARVALHO &
SATO (2001), sugerem que a formacdo de um meio de cultivo leva em conta a
composicado celular, o requerimento energético e a necessidade de substancias

especificas.
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3 .MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Leveduras

No primeiro teste exploratorio foi utilizado o fermento seco liofilizado, composto por
células de S. cerevisiae. Nos demais testes, foi utilizado o fermento comercial prensado
fresco, marca Itaiquara, também constituido de células de S. cerevisiae., contendo 30-
31% de massa seca. Antes da utilizac&o, o fermento foi submetido ao teste de viabilidade
celular.

Apenas no Teste 09 foi utilizada, para fins de comparagdo, uma linhagem
selecionada de S. cerevisae (Sc 19), da colecdo de culturas do Laboratério de
Microbiologia Industrial da Faculdade de Farméacia/lUFMG, isolada de uma unidade
produtora de cachaca de alambique, do estado de Minas Gerais por OLIVEIRA (2002). A
linhagem de levedura foi armazenada sob refrigeracdo em agar GYMP (glicose 2%,
extrato de levedura 0,5 %, extrato de malte 1%, Na,HPO, 0,2% e agar 2% e coberta com
oleo mineral. Antes do uso esta levedura foi pré ativada no mesmo agar GYMP, a 30 °C
por 24 horas, e em seguida crescida em meio PDA (agar batata) a 30 °C por 24 horas. As
células de leveduras foram ressuspensas em agua destilada estéril antes de serem

inoculadas.

3.1.2. Propagadores

Foram utilizados trés diferentes modelos de propagadores com aeracdo, aqui
descritos como Modelos A, B e C. Os propagadores testados neste trabalho podem ser
definidos como reatores agitados pneumaticamente, que se caracterizam basicamente
pela auséncia de agitador mecanico. Resultam neste tipo de reator menores tensdes de
cisalhamento (SCHMIDELL & FACCIOTI, 2001). Segundo estes autores, os modelos
testados neste trabalho seriam do tipo “coluna de bolhas”, onde tem-se um movimento
aleatdrio do liquido dentro do reator.

O Modelo A consistiu de um equipamento de aco inox, cilindrico, com capacidade
aproximada de 20 L, base com 20 cm de diametro e altura de 66 cm. A aeracéo foi feita
através de injecdo de ar comprimido, por cinco bicos porosos (vela sinterizada) presos na
base do propagador, como mostrado na FIGURA 2. Os Testes 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram

conduzidos neste equipamento, conforme descrito no item 3.4.1; adiante.
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Os Testes 7, 8 e 9 foram realizados em incubadora com agitacéo orbital (shaker), a
temperatura de 30°C e agitacdo de 150 rpm.

O Modelo B consistiu de um frasco de vidro de base retangular (base medindo 11x
8 cm, 26 cm de altura), com capacidade para 0,8 L . A aeracao foi feita na forma de
microbolhas, utilizando-se uma bomba de aquario ligada a dois bicos porosos (vela
sinterizada), como mostrado na FIGURA 3. Os Testes 10 e 11 foram conduzidos neste
equipamento, conforme descrito no item 3.4.3; adiante.

O Modelo C consistiu de um equipamento cilindrico de vidro borossilicato, com
base em aco inox, de 32 cm de altura e 16 cm de diametro, com 5 L de capacidade util.
Este propagador foi construido para cultivo de S. cerevisiae. O difusor de ar constituiu-se
de uma placa metélica de diametro 100 mm, com orificios na parte superior de 1 mm. Um
tubo metélico de didmetro 12 mm foi soldado & placa na parte inferior e esse tubo foi
conectado a uma linha de ar comprimido, de acordo com a FIGURA 4. Os Testes 12, 13,
14, 15 e 16 foram conduzidos neste equipamento, conforme descrito no item 3.4.4;

adiante.



FIGURA 2: Propagador A - 2 a: Lateral do propagador; 2 b:Frente do propagador, com
entrada p aeracéo; 2 c: Bicos aeradores.

3a 3b

FIGURA 3: Propagador B — 3 a: Foto da montagem do Modelo B; 3 b: Aeragdo com velas
sinterizadas.

4a 4 b 4c
FIGURA 4: Propagador C — 4 a: Propagador C; 4 b: Aerador e Valvula de saida; 4 c:
Aerador do Propagador C em destaque.
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3.2. Métodos analiticos

3.2.1. Viabilidade celular

Foi determinada utilizando corante azul de metileno, segundo BONNEU et al.
(1991). As células foram mantidas em contato durante 10 minutos com a solucéao azul de
metileno, em seguida contadas ao microscopio (aumento de 400 X), em camara de

Neubauer. As células coradas foram consideradas mortas, as nao coradas, vivas.

3.2.2. Determinacado dos agucares redutores totais (ART)

Nos testes preliminares foi utilizado refratdmetro manual, escala 0-32°Brix.

Para a determinacdo dos aguUcares redutores totais e residuais do mosto e do
vinho, foi utilizada a metodologia do DNS (acido 3,5 dinitrossalicilico) de acordo com
MILLER (1959). Quando necessario, as amostras eram previamente submetidas a
hidrolise acida da sacarose presente no meio de cultura, com HCI (acido cloridrico),

segundo metodologia descrita por SILVA (2003).

3.2.3. Acidez total do mosto e do vinho
Foi determinada por titulometria, com hidroxido de sédio 0,025 mol/L, segundo
ABNT (1997).

3.2.4. Dosagem de etanol no vinho

A concentracdo de etanol foi determinada pelo método espectrofotométrico do
dicromato de potassio (ABNT, 1997). O preparo das amostras para dosagem de etanol foi
feito conforme descrito por OLIVEIRA (2001). Aliquotas de 25 mL das amostras foram
previamente destiladas por arraste de vapor em microdestilador de alcool Tecnal (Modelo
TE-012).

3.2.5. Determinagdo de massa seca celular (g de matéria seca/L):

Para esta determinacdo, uma aliqguota da amostra foi centrifugada (caldo
fermentado) a 6000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi separado para as outras
analises (etanol, acidez, ART) e a massa celular foi ressuspensa em agua destilada e
centrifugada. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes. A matéria seca
(biomassa centrifugada) foi determinada por secagem de biomassa das leveduras em

estufa a 105 °C, até peso constante.
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3.2.6. Determinacao de pH:
Foi utilizado pHmetro eletrbnico digital, marca QUIMIS, modelo Q400A. As
amostras foram submetidas a leitura direta no aparelho, depois da calibracdo do mesmo.

3.3. Calculos dos parametros de crescimento celular

3.3.1. Fator de converséo de substrato células (Yys)

Expressa a massa celular produzida em relacdo a massa de ART consumida. Este
parametro fornece a quantidade de massa celular produzida por grama de acUcar
consumido (HISS, 2001 e SILVA, 2003). Formula utilizada para o calculo:

Yxs = Xg=Xo

St- Sk

Onde:

Sk (g= Massa de substrato residual no meio

St (g) = massa de substrato total adicionada ao meio
Xo () = Massa seca inicial, expressa em g

Xk (= Massa seca final, expressa em g

3.3.2. Fator de converséo de substrato em etanol (Yys)
Expressa a quantidade de etanol formada por unidade de acucar consumido.
Ypis = PE=Po
St - Sr
Onde:
Pe (= massa de etanol final

Po (= massa de etanol inicial

3.3.3. Fator de converséao de substrato em acidez (Y acss)
Expressa a quantidade de &cido formada por unidade de agucar consumido.
Yois = ACe = ACo
St—-Sr
Ack (= massa de acido final
Aco (= massa de &cido inicial
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3.3.4. Aumento de biomassa (em numero de vezes)
O aumento de biomassa foi determinado pela quantidade de biomassa formada
(Xg) em relacdo aquela inicialmente inoculada (X,), expressa em numero de vezes. O
calculo foi feito da seguinte forma:

Aumento de biomassa = Massa seca final (ap6s a propagacao)

Massa seca inicial

3.4. Metodologia utilizada nos ensaios de propagacéo

e Preparo do caldo e inoculagéo:

Em todos os ensaios, o caldo ou meio de cultivo, de composig¢ao variada conforme
o teste, foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 20 minutos. Depois de resfriado até 25-
28 °C, o0 meio de cultivo foi inoculado, e aerado de forma continua.

e AdicOes intermediarias de meio de cultivo:

Durante o periodo de propagacdo em batelada alimentada, com excecdo dos
Testes 8 e 9, foram feitas adices periddicas de meio de cultivo (descritos em cada teste),
com o objetivo de manter a concentracdo de agucares em torno de 1-2 °Brix (ou 10 a 20
g/L). As adicbes foram sucessivas, a intervalos de aproximadamente 2 horas, em
volumes crescentes. O meio de cultivo adicionado nestes intervalos continha teor de
acucar mais elevado que o mosto inicial (em torno de 10 a 25 g/100 mL, conforme o
teste), de modo a adicionar pequenas quantidades que ndo aumentassem muito o volume
final. Por este motivo, foi aqui denominado xarope.

O volume de xarope a ser adicionado foi calculado por balanco de massa, de
acordo com o volume de meio contido no propagador e o acucar residual. O balanco de
massa foi calculado da seguinte forma:

(So* Vo) + (Sx*Vx)=(Vot Vx)* S

Onde:

Sr = Concentracdo de acucar residual no propagador (g/L)

Vo = volume inicial (L)

Sx = Concentragdo de aglcar no xarope a ser adicionado

Vo + V= Volume final (L)

Sk = Concentracao desejada final de acucar (g/L)

Vx = Volume de xarope
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Quando necessario, adicionou-se como antiespumante, dimeticona (em gotas, 75
mg/mL, laboratério Medley).
Todos os testes foram conduzidos em temperatura ambiente, que variou entre 20 e
23 °C. Apenas o teste de numero 11 foi realizado em estufa, a 30 °C, e os testes 7, 8 e 9
em incubadora com agitacao, a temperatura também controlada de 30 °C.

As particularidades de cada teste serdo descritas a seguir.

3.4.1. Ensaios preliminares — cultivos realizados no propagador A

Os ensaios preliminares englobaram os Testes 1 até 6. Dentre os métodos
descritos por KENNEDY & KROUSE (1999), o método utilizado nestes testes preliminares
foi a estratégia aberta, a fim de conhecer o comportamento da levedura S. cerevisiae sob
aeracdo, em meios de crescimento, neste propagador.

A composicao dos meios de cultura utilizados nestes experimentos encontram-se
na TABELA 5, assim como 0s meios (xaropes) utilizados nas adi¢des intermediarias se
encontram na TABELA 6.

TABELA 5 - Composig¢éo dos meios de cultura utilizados nos ensaios preliminares
— Propagador A.

Concentracdo g/100 mL
Testel Teste2 Teste3 Teste4d Teste5 Teste6
Caldo de cana diluido (ART)  1,80* 2,00* 1,90 2,80 0,60 1,10

Componentes

(NH4)2S04 0,38 0,60 1,34 1,34 -- --

Extrato de levedura -- -- -- -- 0,90 0,90
KH2PO4 -- -- 0,40 0,40 0,50 0,27
MgS0,4.7H,0 -- -- 0,16 0,16 0,10 0,05
KCI -- -- -- -- 0,10 0,05
Fermento (mx) 0,12 0,12 0,40 0,40 0,40 0,20

Volume inicial de meio (mL) 5000 5000 10000 10000 3000 5600
*Resultados obtidos em °Brix
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TABELA 6 - Composicdo dos xaropes utilizados nas adi¢cdes intermediarias das
propagacdes - ensaios preliminares.

Concentracao g/100 mL
Testel Teste?2 Teste3 Teste4 Teste5 Teste6b
Caldo de cana diluido (ART) 16,00* 16,00* 22,00 23,00 18,50 20,00

Componentes

Extrato de levedura 0,38 0,60 -- -- 0,90 0,90
KH,PO, -- -- -- -- 0,50 0,60
MgSO,4.7H,0 -- - - - 0,10 0,10
KCI -- -- -- -- 0,10 0,10
Volume adicionado(mL) 320 800 2830 2500 330 390

*Resultados obtidos em °Brix

TESTES 1e 2

O meio de cultura utilizado nos Testes 1 e 2 foi caldo de cana-de-acucar diluido,
adicionado de sulfato de aménio. O indculo utilizado foi fermento liofilizado (S. cerevisiae).
No Teste 2 o fermento Uumido prensado (S. cerevisiae) foi escolhido em substituicdo ao
liofilizado (Teste 1) por apresentar uma viabilidade inicial maior que o fermento liofilizado
granulado. O caldo de cana-de-acucar foi adicionado de sulfato de aménio (TABELA 5). A
concentracdo de aclUcares no meio de propagacdo foi estimada pelo °Brix, em
refratbmetro manual. Em ambos os testes, foram feitas adicdes sucessivas de caldo de

cana-de-acucar a 16 ° Brix, a cada 2 horas.

TESTES 3 e 4

Foi adotada a estratégia de aperfeicoamento de meios de cultivo descritos na
literatura (KENNEDY & KROUSE, 1999). Nestas propagacoes, o caldo de cana-de-agucar
foi suplementado com alguns sais, segundo algumas referéncias: OURA (1974) utilizou
1,2% p/v de sulfato de amoénio no meio, e segundo REED & PEEPLER (1973) o fosfato
deve corresponder a 1/3 do sulfato adicionado. Adicionou-se, entéo, 1,3% p/v de sulfato
de amonio, e 0,4% p/v de fosfato diacido de potassio. Os meios de cultura utilizados nos
Testes 3 e 4 tiveram a mesma composicao, variando apenas a concentracao inicial de
acucar.

O consumo de acgucar pela levedura passou entdo a ser acompanhado por andlise
de ART (método DNS), uma vez que os sais adicionados interferem na leitura do °Brix
pelo refratbmetro. Nas primeiras doze horas foram feitas adicdes de caldo de cana-de-
acucar (a 22 °Brix). Nas quatorze horas restantes, nada foi adicionado ao propagador.

No Teste 4, periodicamente foram retiradas amostras de apenas seis mL, as quais
foram centrifugadas em tubos Eppendorf para separacdo de células e determinacéo
posterior de ART no sobrenadante. Este procedimento reduziu sensivelmente o volume

de amostra retirado durante a propagacao, em comparagcao com os testes anteriores (1, 2
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e 3), cujos volumes de amostras retiradas foram de aproximadamente 200 mL por

intervalo de tempo.

TESTE 5

Neste teste a fonte de nitrogénio foi substituida por extrato de levedura ao invés de
sulfato de amdnio com o objetivo de verificar a sua influéncia na viabilidade celular. Com
o intuito de melhorar a aeracdo, e consequentemente, o crescimento celular, o volume
inicial de meio de cultura utilizado nessa propagacao foi diminuido de 10 litros (como nos
Testes 3 e 4), e 5 litros (Testes 1 e 2) para 3 litros neste teste. A composi¢cao do meio de
cultura foi corrigida, de acordo com JERONIMO (2004), conforme estratégia descrita por
KENNEDY & KROUSE, 1999, e mostrado na TABELA 04.

TESTE 6
A guantidade de indculo inicial foi modificada de 0,4 g/100 mL de massa seca para
0,2 g/100 mL de massa seca e a concentracdo dos sais adicionados foi reduzida. O

volume inicial de meio de cultura utilizado neste experimento foi de 5,6 litros.

3.4.2. Testes conduzidos em incubadora com agitacdo e temperatura controlada (shaker)

Os Testes 7, 8 e 9 descritos a seguir, foram conduzidos em incubadora com
agitacdo orbital, a 150 rpm e temperatura controlada a 30 °C, largamente utilizada por
pesquisadores para testes em pequena escala, seja com o objetivo de produzir massa
celular, ou algum produto metabodlico do microrganismo em questdo (KENNEDY &
KROUSE, 1999). A composi¢do dos meios usados nestes dois testes se encontra na
TABELA 7.

No Teste 7, apenas um tipo de meio foi utilizado. No Teste 08, foram preparados e
testados 4 diferentes meios de cultivo. No Teste 09, foram utilizadas duas leveduras (S.

cerevisiae): fermento imido prensado e cultura pura selecionada (Sc 19).
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TABELA 7 — Composicao dos meios de cultura utilizados nas propagacoes
conduzidas em shaker

Concentracdo g/100 mL

Componentes Teste 7 Teste 8 Teste 9
Caldo de cana diluido (ART) 1,60 3,20 11,00(*)
pH 4,5 4,5 6,00
(NH4)2S04 0,20 0,20 -
(NH,4)ClI -- - 0,50
MgSO,4.7H,0 0,04 0,04 0,10
KH,PO, 0,50 0,50 0,50
KCI 0,05 0,05 0,10
Fermento (mx) 0,40 0,40 0,012
Farinha de soja 0,50 --
Nitrogénio protéico -- (**) 0,90

(*) Foi utilizada glicose na concentragdo descrita, ao invés de caldo de cana-de-agucar diluido.

(**)Foram utilizadas como fontes de nitrogénio protéico:

Meio 1: Extrato de Levedura 0,9 g/100 mL (JERONIMO, 2004; OLIVEIRA 2001 e PULZATTO 2000).

Meio 2: Isolado Protéico de Soja 0,4 g/100 mL (produto comercial, fornecido pela Bunge alimentos), segundo
JERONIMO (2004).

Meio 3: Farinha de Soja 0,5 g/100 mL (segundo MAIA, 1992).

Meio 4: Isolado Protéico de Soja 0,4 g/100 mL + Farinha de Soja 0,5 g/100 mL.

TESTE 09: Extrato de Levedura 0,9 g/100 mL

TESTE 7

O objetivo deste teste foi verificar se adi¢cdes periddicas de meio de cultivo,
de forma a manter a concentracdo de acucares entre 5-20 g/L, melhorariam a conversao
de substrato em células e o rendimento em massa celular, em condi¢des controladas de
temperatura e agitacdo. Este experimento foi conduzido em frascos de Erlenmeyer de
250 mL, contendo 50 mL de meio de cultura. Os frascos foram inoculados e incubados
sob agitacédo orbital de 150 rpm a 30 °C, por doze horas. Este teste foi conduzido em
batelada alimentada, e foram feitas adicGes de caldo de cana-de-acucar puro (19,5 °Brix)
a cada 2 horas.

Foi escolhido um meio de cultura descrito por MAIA (1992), contendo farinha de
soja. A farinha de soja tem seu uso conhecido como suplemento nutricional no inicio do
processo de propagacao das leveduras, nos alambiques de cachaca de alambique e em
pesquisas com S. cerevisiae (OLIVEIRA,1988; MAIA, 1992; RIBEIRO 2002 ).

TESTE 8:
No intuito de determinar a melhor fonte de nitrogénio para propagacao de S.

cerevisiae, foi feito um teste com quatro meios de composicdo base idéntica, e variadas
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fontes de nitrogénio, identificados como meio 1, 2, 3, 4. A composi¢cdo dos meios se
encontra descrita na TABELA 07.

Os meios foram distribuidos em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, cada um
contendo 50 mL de meio de cultura. Os frascos foram inoculados e incubados em
incubadora com agitacdo orbital de 150 rpm, a temperatura controlada de 30 °C por 7
horas. Os testes foram conduzidos em batelada simples, ou seja, ndo foram feitas
adicoes de meio de cultivo durante a propagacéo. A cada hora, identificada como tempo
0, 1, 2, 3, e assim sucessivamente, uma amostra de cada meio foi coletada e centrifugada
para determinacdo de massa celular (expressa em g massa seca) e do teor de ART

residual.

TESTE 9

Este teste foi realizado com o objetivo de verificar a influéncia da concentracao
inicial do indculo, a influéncia do tipo de fermento utilizado e comparar resultados com o0s
obtidos por ALVES et al. (2005).

O meio de cultura foi preparado segundo metodologia descrita por OLIVEIRA
(2001), com formulacdo descrita na TABELA 7. Os meios foram distribuidos em frascos
de Erlenmeyer de 250 mL, cada um contendo 100 mL de meio de cultura. Os frascos
foram inoculados e incubados em incubadora com agitacdo orbital de 150 rpm, a
temperatura controlada de 30 °C por 24 horas.

Foram testados dois tipos de leveduras S. cerevisiae. O fermento Umido prensado,
0 mesmo utilizado nos testes anteriores, na concentracédo de 0,012 g/100 mL e a levedura
selecionada Sc 19 (S. cerevisiae), testada por ALVES et al. (2005) na mesma

concentracéo inicial de 0,012 g/100 mL de in6culo .

3.4.3. Testes conduzidos no Propagador B

Este modelo de propagador foi testado devido a sua simplicidade de operacdo
além de possibilitar o trabalho com menores volumes e com temperatura controlada. Para
a formulacdo do meio de cultivo, utilizou-se a estratégia descrita por KENNEDY &
KROUSE (1999) onde a composicdo da célula e o fator de rendimento celular sdo usados
para se calcular a composicdo do meio. Os componentes e balanceamento do meio

foram calculados da seguinte forma:
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1°) De acordo com os testes preliminares realizados neste trabalho, calculou-se o
volume de acucar (em g) normalmente consumido pelas leveduras em propagacfes com
12 horas de duragéo.

2°) Considerou-se o fator de conversao de substrato em células (Yys) teérico de 0,5
(OURA, 1974) e a partir deste fator, a massa celular tedrica que seria obtida.

3°) Tendo como base a composicdo quimica de S. cerevisiae, descrita por AIBA et
al, (1973) e REED & NAGODAWITHANA (1991), foi calculada a composi¢cdo do meio
necessaria para se obter a massa celular calculada no item 2 acima.

Nestes experimentos foi utilizada a sacarose como fonte de carbono, ao invés do
caldo de cana-de-acucar, para uma melhor padronizacdo do meio. O propagador foi
colocado dentro de uma estufa e a temperatura foi mantida a 30 °C. O aerador (bomba de
aquéario) foi mantido ligado durante todo o tempo das propagacdes. Na TABELA 8 se

encontra a descricdo da composicédo dos meios utilizados nos Testes 10 e 11.

TABELA 8 - Composicao dos meios de cultura utilizados no Propagador B
Concentragcéo g/100 mL

Componentes Teste 10 Teste 11
Sacarose 1,00 1,00
Extrato de levedura 0,90 0,90
(NH2).CO 0,20 -
(NH,4).ClI 0,20
(NH4)2SOq4 0,40
KH,PO,4 0,10 0,10
MgS0,4.7H,0 0,10 0,05
NaH2PO4.H20 0,10 --
Farinha de soja 0,30 1,20
Fermento (mx) 0,40 0,015
Agua — g.s.p. 500 mL 500 mL

Foram feitas adicdes de xarope de sacarose, complementado com sais, a cada 2
horas de propagacéo, dentro das doze primeiras horas do processo. Apds as primeiras
doze horas os meios de cultivo foram mantidos com a alimentacdo de ar ligada durante
as doze horas seguintes. Na TABELA 9, a seguir, esta descrita a composicdo dos

xaropes utilizados nas adi¢des intermediarias dos Testes 10 e 11.
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TABELA 9 - Composicao dos xaropes utilizados nas adig¢Oes
intermediarias no Propagador B

Concentracao g/100 mL

Componentes Teste 10 Teste 11
Sacarose 10,00 24,00
Extrato de levedura comercial -- 2,60
(NH,)CI -- 0,60
KH,PO,4 -- 0,30
MgSO47H20 -- 0,05
(NH,).CO 0,70
Agua — q.s.p. 300 mL 220 mL

TESTE 10:

A fonte de nitrogénio escolhida neste teste foi a uréia ((NH,).CO), por ter mais
nitrogénio por grama de peso, quando comparada com o sulfato de aménio. A uréia
também nao adiciona sulfato ao meio (ao contrario do sulfato de aménio), o que facilita
célculo do balanceamento. OURA (1974) e FERRARI et al. (2001) utilizaram uréia na

composicao dos seus meios de cultura para obtencdo de massa celular.

TESTE 11

Neste teste, foram feitas modificacdes no balanceamento do meio de cultura, a
uréia foi substituida por duas outras fontes de Nitrogénio, o cloreto de amonio e o sulfato
de amoénio. Consequentemente, outras modificacdes foram feitas na composicdo para
gue o balanceamento ndo fosse alterado. Novamente, foi adotada a estratégia de
aperfeicoamento de meios, descrita por KENNEDY & KROUSE (1999).
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Foi utilizado o propagador Modelo C, tipo coluna de bolhas, projetado e construido

para o cultivo de leveduras em aerobiose.

TABELA 10 - Composicao dos meios de cultura utilizados no Propagador C

Componentes Concentragéo g/100 mL

Teste 12  Testel3 Teste14 Testel5 Teste 16
Glicose 1,00 1,00 1,00 1,00** 1,00
Extrato de levedura 0,90 -- 0,90 0,90 0,90
Isolado Protéico de soja - 0,55 -- -- --
Farinha de soja 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
(NH4)2SO4 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
(NH,).CI 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
KH,PO,4 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
MgS0O,4.7H,0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Fermento (mx) 0,20 0,20 0,20 0,016 0,012
Solucdo de micronutrientes - -- *) - -
Agua g.s.p. 2000 mL 2000 mL 2000 mL 2000 mL 2000 mL

*No Teste 14, foi feita uma solucdo dos sais contendo os micronutrientes, sendo essa solugdo adicionada ao
meio de propagac¢do no tempo zero, ou seja, no inicio da propagacdo. Os micronutrientes e a concentracao

utilizada estao descritos na TABELA 10.
**Q acUcar utilizado no teste 15 foi sacarose

TABELA 11 - Sais Minerais utilizados como micronutrientes na Teste 14

Cétion Sal utilizado Concentragao
utilizada (umol/L)

Cu? Cu SO, 5H,0 1,5

Zn ?* ZnS0, 7H,0 5,0

Fe 2 FeSO, 7H,0 1000

Mn 2* MnCl, 4H,0 2000

Fonte: JONES & GREENFIELD(1984)

TABELA 12 - Composicao dos xaropes utilizados nas adi¢cdes intermediarias no

Propagador C

Componentes Concentracao g/100 mL

Teste 12 Teste 13 Teste 14 Teste 15 Teste 16
Glicose 10,0 10,0 10,0 25,00* 25,00
Extrato de levedura 0,90 -- 0,90 0,90 0,90
Isolado protéico de soja -- 0,55 -- -- --
(NH4)-ClI 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
KH2PO, 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
MgS0O,4.7H,0O 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Agua g.s.p. 500 mL 500 mL 500 mL 650 mL 1000 mL

*O acUcar utilizado no teste 15 foi sacarose



46
TESTES 12, 13, 14

Dentre as estratégias descritas por KENNEDY & KROUSE (1999), consta a troca
de componentes do meio como forma de verificar a influéncia sobre o crescimento
celular. Desta forma foram conduzidos os Testes 12 e 13, a fim de verificar a influéncia de
duas diferentes fontes protéicas sobre o crescimento. No Teste 12, foi feita a propagacao,
em triplicata, utilizando o extrato de levedura como fonte principal de nitrogénio. No Teste
13, a formulag&o do meio utilizado foi idéntica a do experimento 12, com exceg¢do da fonte
de nitrogénio protéico, que foi substituida por isolado protéico de soja —SUPRO 780 (90%
de proteina), fornecido pela Bunge Alimentos. A quantidade utilizada de isolado protéico
foi calculada de forma a adicionar a mesma quantidade de nitrogénio que o extrato de
levedura do experimento anterior, variando assim, apenas a fonte de nitrogénio. Este
teste também foi realizado em triplicata.

No Teste 14 a composi¢cdo do meio de cultivo foi idéntica a do meio do Teste 12,
acrescida de micronutrientes. O objetivo foi verificar a influéncia de sais minerais
descritos na literatura como micronutrientes sobre o crescimento e viabilidade celular.
Foram testados: Cu %*; Zn** ; Fe ?* e Mn %*. Depois de preparados e esterilizados os
meios, os sais foram adicionados e entdo iniciada a propagacao. O teste também foi
realizado em triplicata.

Nos Testes 12, 13 e 14, foram feitas adic6es de xarope de glicose, complementado
com sais, com formulacdo descrita na TABELA 12, a cada duas horas de propagacao,
dentro das doze primeiras horas do processo. Nas doze horas seguintes, nado foi
adicionado meio de cultivo ao propagador e o aerador foi mantido ligado, borbulhando ar

comprimido.

TESTES 15 e 16

Estes testes foram planejados para que fosse possivel comparar melhor os
resultados obtidos neste trabalho com os resultados obtidos por ALVES et al. (2005). O
meio de cultivo utilizado foi basicamente o mesmo utilizado nos Testes 12, 13 e 14. O
in6culo foi reduzido de 0,20 g/100 mL (Testes 12, 13 e 14) para 0,016 g/100 mL (Teste
15) e 0,0129/100 mL (Teste 16) como no Teste 09 realizado anteriormente. A composicao
dos meios é mostrada na TABELA 10, assim como a composi¢cao do xarope utilizado nas
adicbes intermediarias na TABELA 12.

O teste 15 foi realizado para estudar a influéncia da concentragédo inicial de células

na propagacdo. Como nos testes 12, 13 e 14, foram feitas adicbes de meio de cultivo a
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cada duas horas, durante as primeiras 12 horas de propagacdo. O aerador foi entdo,
mantido ligado durante 12 horas.

O teste 16 foi feito com o objetivo de verificar a influéncia da redugcéo da
concentragdo inicial de in6culo e do aumento do tempo de alimentagéo (de 12 para 24
horas). Neste teste, foram feitas adicbes de meio de cultivo a cada duas horas, durante

as 24 horas de propagacao.

3.5. Analise estatistica:
Os resultados obtidos nos Testes 12, 13 e 14 (feitos em triplicata) foram
submetidos a andlise de variancia (teste F) e as médias comparadas pelo teste Duncan,

adotando-se o nivel de significancia de 5% para ambos os casos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ensaios preliminares — Propagacdes conduzidas no propagador Modelo A em
sistema de batelada alimentada.

Com excecdo dos Testes 1 e 2, todas as outras propagacdes dos ensaios
preliminares foram conduzidas por 12 horas.

Os resultados destes testes estao resumidos na TABELA 13.

TABELA 13 — Resultados dos parametros fermentativos do

Propagador A

Testes Xil Xo
g/g g/g g/g (%)
3 0,007 0,031 0,07 80 2,4
4 0,008 0,037 0,10 63 3,0
5 Nd 0,004 0,22 99 2,2
6 0,024 0,027 0,36 98 55

Nd.=N&o determinado

TESTES 1e 2

No Teste 1, o tempo de propagacédo foi de 6 horas e 30 minutos. Durante o
processo de propagacdo, a acidez total produzida aumentou em 3,9 g acido acético/L. A
viabilidade inicial era de 77,9%, e se manteve ao final do processo de propagacao (78%).
Por apresentar uma viabilidade inicial baixa, o fermento liofilizado foi substituido pelo
fermento prensado Umido nos testes seguintes.

No Teste 2, o tempo de propagacéao foi de 7 horas e 30 minutos. Durante o
processo de propagacao, a acidez total produzida aumentou em 2,7 g acido acético/L. A
viabilidade inicial das células era de 96% caiu muito durante o tempo de propagacao,
terminando 20% menor (79%). O aumento de massa néo pode ser verificado nestes dois
testes devido a retirada de amostras volumosas (cerca de 200 mL a cada 2 horas)
durante a propagacao.

Estes dois testes foram exploratérios, e foi possivel fazer algumas observacgdes:
Apesar da determinacéo do °Brix oferecer apenas uma estimativa do teor de acucar, sua
utilizacdo permitiu observar que todo o agucar adicionado foi consumido (leitura acucar
residual 0,5 °Brix). O refratbmetro utilizado apresenta limitacbes com relacdo a

interpretacdo do resultado na escala do aparelho, uma vez que o teste foi conduzido com
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um baixo teor de acucar. A viabilidade celular ndo se manteve ao final do Teste 2, o que
sugere que o uso de sulfato de amonio ndo foi suficiente para manter as células viaveis.

Com relacdo a acidez titulavel total, o comportamento observado era esperado,
sendo o sulfato de amdnio a Unica fonte de nitrogénio. BASSO et al. (1996) comentam
gue, em meios de cultivo onde a Unica fonte de nitrogénio é amoniacal, ocorre uma
acidificacdo do meio pelas leveduras, que ao absorverem o NH,4', liberam o ion H* no
meio. Em um trabalho de acompanhamento do processo de propagacédo do fermento,
MORAIS et al.(1997) citam que durante a propagacao do fermento (preparo do “pé-de-
cuba”), a atividade das leveduras promoveu a acidificacdo do mosto. A acidez total
correspondeu a 0,110 g de &cido acético/litro no primeiro dia de propagacédo e a 0,461
g/litro no quinto dia, valores bastante inferiores aos resultados encontrados nos testes 1 e
2.

TESTES 3e4

No Teste 3, a massa celular seca final aumentou 2,4 vezes (de 39 g iniciais para
93 g ao fim do processo), 0 Yys obtido foi 0,07. A viabilidade diminuiu 20% de 99% no
inicio da propagacao para 80% no final do processo.

A cada intervalo de propagacao, um volume significativo de amostra era retirado
(200 ml), o que dificultou a interpretacdo dos resultados, uma vez que a retirada da
amostra implica também na retirada de células. No Teste 4, a amostragem foi reduzida (6
mL a cada duas horas), para evitar o problema descrito.

A massa celular seca no Teste 4 aumentou de 42 g inicial para 124 g final, ou
seja, 34%, mas apesar disso a viabilidade diminuiu de 99% no inicio da propagacéo para
63% no final do processo. Em ambos os testes, pode-se observar que apenas a presenca
dos sais nas concentracfes testadas ndo foram suficientes para manter a viabilidade das
células durante a propagacao.

Apesar dessa queda na viabilidade no Teste 4, 0 Yy foi de 0,10; ou seja, melhorou
guando comparado ao teste anterior. A acidez total aumentou dentro do esperado, de
1,6g acido acético/L para 3,8 g acido acético/L, sendo o nitrogénio amoniacal a Unica

fonte de nitrogénio disponivel no meio.

TESTE 5
Houve um aumento de 2,2 vezes da massa celular. O fator de converséo (Yys) foi
de 0,22. Ao término da propagacao, a viabilidade se manteve constante (99%), o que

pode ser atribuido a adicdo do extrato de levedura ao meio de cultivo, conforme
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observado por JERONIMO (2004), que relatou queda na viabilidade celular na auséncia
de nitrogénio protéico no mosto. A acidez aumentou menos quando comparada aos
valores das propagacdes anteriores (acidez inicial de 2,3 g 4cido acético/L; acidez final de
2,2 g acido acético/L), que pode ser devido a auséncia do sulfato de aménio na

composicdo do meio de cultura.

TESTE 6

O Yys obtido de 0,36, o que pode ser considerada uma boa converséo de substrato
em células. A massa inicial foi aumentada 5,5 vezes ao final do experimento. Observou-
se que a diminuicdo da concentracdo de sais minerais no meio de cultivo em relacdo ao
experimento anterior (Teste 5) e a presenca do extrato de levedura como fonte protéica
melhoraram sensivelmente os resultados, mantendo as células viaveis, aumentando a
massa celular e 0 Yys .

Ao término da propagacao, a acidez apresentou um pequeno acréscimo (inicio 1,6
g acido acéticol/litro; final da propagacdo 2,2 g acido acético/litro), a viabilidade se
manteve constante (inicio 99,3% final da propagacdo 98,4% de células viaveis). Com
estes resultados, pode-se verificar que a presenca do extrato de levedura no meio de
cultura manteve a viabilidade celular, aspecto importante quando se trata de propagacao
de células de levedura para a producdo de cachaca. Observando a TABELA 13, os
fatores de conversao de substrato em acido acético (Yas) dos testes 3 (0,031), 4 (0,037),
5 (0,004) e 6 (0,027) se encontram abaixo do valor encontrado para este fator por
OLIVEIRA (2001), em fermentacdes alcodlicas, que foi de 0,080.

Dentre os testes preliminares, verifica-se que o Teste 6 foi 0 que proporcionou
maior aumento de massa celular (5,5 vezes) e também foi obtido um valor de Y,0,36. E
importante comentar que, apesar do Teste 4 ter apresentado um maior aumento de
massa celular (3 vezes) do que o Teste 5 (2,2 vezes), ocorreu uma grande perda de
viabilidade celular durante o experimento (caiu para 63,3%). Houve um efeito positivo da
adicdo de extrato de levedura aos meios de cultivo como fonte de nitrogénio. JERONIMO
(2004), explica que na auséncia de suplementagdo do meio de cultivo com extrato de
levedura durante a fermentacdo alcoolica, a viabilidade celular diminui drasticamente,
podendo comprometer a utilizacdo do fermento.

A queda de viabilidade nos Testes 1, 2, 3 e 4 pode ser devido a auséncia de
nitrogénio protéico. Segundo BASSO et al. (1996), a acidez resultante da utilizacdo do

sulfato de amoénio causa estresse a levedura diminuindo a viabilidade e multiplicacéo.
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REED & NAGODAWITHANA (1991) comentam que, sob condi¢des estritamente
aerobias, o melhor fator de conversdo (Yyxs) obtido é 0,54. E importante comentar que
este fator é atingido quando se trabalha com reatores totalmente automatizados, com
todas as condicbes bem controladas (temperatura, oxigénio dissolvido no meio, pH,
formacdo de etanol, consumo de acucar). Este dado nos sugere que as condicOes

estudadas devem ser aprimoradas.

4.2. Testes de propagacdo conduzidos em incubadora com agitacdo e temperatura

controladas (shaker)

TABELA 14 — Resultados dos parametros fermentativos - shaker

Testes Ypis Y acss Yis Viabilidade(%)  Xi/ Xo
7 Nd 0,013 0,08 87 3,3
8- Meio 1 Nd 0,038 0,20 96 2,65
8 - Meio 2 Nd 0,027 0,11 88 1,67
8 - Meio 3 Nd 0,050 0,15 90 1,99
8 - Meio 4 Nd 0,041 0,11 95 1,53
9 a* 0,023 0,008 0,070 98 52
9 b** 0,025 0,005 0,074 o8 57

nd.=N&o determinado

Meio 1: Extrato de Levedura 0,9 g/100; Meio 2: Isolado Protéico de Soja 0,4 g/100 mL; Meio 3:
Farinha de Soja 0,5 g/100 mL; Meio 4: Isolado Protéico de Soja 0,4 g/100 mL + Farinha de Soja
0,5 g/100 mL.

9a * Sc 19 Levedura selecionada para producédo de cachaca S. cerevisiae

9b ** Fermento Umido prensado.

TESTE 7

Observa-se na TABELA 14, que a massa celular aumentou 3,3 vezes ao final da
propagacéo, resultado préximo a faixa de aumento obtida nos experimentos anteriores,
em propagador aerado tipo coluna de bolhas. O Ys obtido foi baixo em se tratando de
propagacdo de células de levedura, jA que as condicGes de cultivo foram controladas
(temperatura e agitacdo), e a concentragao de substrato foi mantida baixa (entre 1 a 2%
p/v) durante o experimento. Em estudo com fermentacdo alcodlica com S. cerevisiae,

SILVA (2003) encontrou valores para Yys entre 0,039 a 0,072, semelhantes aos
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resultados obtidos neste teste, e nos testes 3 e 4, sugerindo que o meio e as condicdes
de cultivo ainda ndo foram adequadas ao cultivo das células.

Ao fim das 12 horas de propagacéo, a viabilidade celular foi de 87% (viabilidade
inicial era 98%). Neste teste o0 meio foi adicionado de sulfato de aménio (entre outros
sais) e farinha de soja. Segundo MAIA (1992) esta ultima tem efeito positivo sobre a
viabilidade das células, mas nas condi¢des deste experimento isto ndo se comprovou, ja
gue ao final das 12 horas de propagacdao, a viabilidade que era inicialmente de 98% caiu
para 87%.

TESTES 8 (Meios 1, 2, 3 e 4)

Durante a propagacao, o teor de acucar (ART) foi todo consumido ao final de
quatro horas, o que determinou o fim do experimento, uma vez que este teste foi
conduzido em batelada.

Observando-se a TABELA 14 verifica-se que, dentre os meios testados, 0s
resultados obtidos com o Meio 3 (com 5 g/L de farinha de soja) foram satisfatorios, por
apresentar resultados semelhantes aos obtidos com o meio 1 (com 9 g/L de extrato de
levedura). Estes meios apresentaram o0s maiores valores de Yys, maiores aumentos em
massa celular, assim como maior percentagem de células viaveis. Os resultados
corroboram com MAIA (1992), que testou a adicdo de farinha de soja em meios para
fermentacdo alcodlica, conseguindo manter a viabilidade inicial do fermento. Por estes
motivos e também por ser um substrato de baixo custo, a farinha de soja foi incorporada

aos meios de cultivo testados neste trabalho.

TESTE 9

Os resultados dos testes feitos com a levedura selecionada S. cerevisiae Sc 19 e
com fermento Umido prensado estédo apresentados na TABELA 14. A viabilidade inicial do
fermento selecionado era de 100%, e ao final da propagacédo era de 98,5%. A viabilidade
final do fermento umido prensado manteve-se em 98%.

Ambos os fermentos testados apresentaram baixos fatores de conversdo de
substrato em células (Yxs de 0,070 e 0,074). O teste foi conduzido em batelada, com alta
concentracdo inicial de acucares (11 g/100 mL) , que segundo REED & PEPPLER,
(1973), também desfavorece o ciclo metabdlico respiratério, e conseqientemente, uma
menor conversdo de substrato em massa celular. Este teste, assim como nos estudos
desenvolvidos por ALVES et al. (2005), tiveram um nivel inicial de agUcares elevado (7

g/100 mL), e foram conduzidos em batelada. O nivel elevado de acuUcares pode ter
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interferido negativamente numa melhor conversdo de substrato em células (Yys).
Segundo PRESCOTT & DUNN (1959) niveis de acuUcares abaixo de 1,5% favorecem a
producdo de células. No entanto, estes foram os maiores aumentos de massa celular
conseguidos até entdo (52 e 57 vezes), valores muito superiores aos encontrados nos
testes anteriores, 0 que sugere que a concentracao inicial do inoculo teve influéncia direta
no aumento de massa celular de S. cerevisiae, nas condi¢des avaliadas.

Os testes conduzidos em incubadora de agitagéo orbital nos sugerem a ineficiéncia
da aeragcdo dos meios, pois os Testes 07 e 09 apresentaram resultados de Y,s muito
baixos (0,079, 0,070 e 0,074), assim como 0s meios 2 e 4 do Teste 08, que foram de
0,11. Os resultados de Ya¢s encontrados nos testes em shaker podem ser comparados
com os resultados em fermentagdo alcoodlica obtidos por OLIVEIRA (2001) e SILVA
(2003), que utilizaram a classificagdo proposta por ANDRIETTA (1999), onde os
resultados dos parametros fermentativos sao divididos entre niveis que vao de muito
baixo a muito alto. Os fatores Y,¢s dos Testes 7, e 9 se encaixam nos niveis baixo (0,005
a 0,0079) e médio (0,0080 a 0,013) desta classificacdo. Os resultados do Teste 8 se
encontram acima do nivel definido como muito alto (>0,024) por este autor.

Observou-se que é necessario verificar o desempenho de formulacdes mais
complexas e elaboradas em um propagador que tenha um sistema de aeracdo mais
eficiente, uma vez que a incubadora com agitacdo orbital ndo permite uma aeracao

eficiente do meio

4.3. Testes de propagacao conduzidos no Propagador B
Os resultados dos Testes 10 e 11 estdo apresentados na Tabela 15. Ambas

propagacoes tiveram 12 horas de duragéo.

TABELA 15 — Resultados dos parametros fermentativos do

Propagador B

Viabilidade
TeSte Yp/s Yac/s Yx/s Xf / XO
(%)
10 0,036 0,003 0,12 97 2,0
11 0,015 0,028 0,06 51 40,0
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TESTE 10

A massa celular aumentou apenas 2,0 vezes, e o fator de conversao (Yys) obtido
foi de 0,12 também n&do pode ser comparado com os indices considerados ideais e
comentados por PRESCOTT & DUNN (1959) e REED & NAGODAWITHANA (1991).
Estes autores citam que fatores de converséo de substrato em células entre 0,63 a 0,54
sdo possiveis. A viabilidade diminuiu de 99% no inicio para 97,4% ao fim do processo.

O resultado de Yays se encontra abaixo do nivel considerado por ANDRIETTA
(1999) como muito baixo.

Este teste foi 0 Unico feito com o meio de cultivo contendo uréia, e o primeiro a ser
feito com balanceamento dos componentes, segundo a composicdo da célula de
levedura. Em condigcbes de fermentagdo com leveduras S. cerevisiae, existe a
possibilidade de formacdo de carbamato de etila a partir da uréia e por este motivo, essa
composicdo nao foi mais utilizada. Segundo ANDRADE-SOBRINHO et al. (2002) e
POLASTRO et al. (2001), a uréia € uma fonte de nitrogénio para as leveduras, que no
passado era frequentemente adicionada a dorna de fermentacdo, para producdo de
etanol, porém atualmente sabe-se que ndo é aconselhavel, pois este composto pode
reagir com o etanol produzindo carbamato de etila, o qual € considerado potencialmente
carcinogénico. Passou-se, entdo a utilizar outras fontes de nitrogénio que pudessem

atender aos propésitos do trabalho.

TESTE 11

A massa inicial aumentou 40 vezes, mas o fator de conversdo Ys foi muito baixo
(0,06). A viabilidade inicial foi de 97%, caiu para 51% ao final das 12 horas de
propagacdo, o que pode ser atribuido & aeracao ineficiente, ou a falta de algum nutriente
na composi¢cao do meio. A temperatura de 30 °C, que foi mantida durante a propagacao,
pode ter piorado a solubilidade do oxigénio, que € sabidamente baixa, principalmente em
se tratando de meios de cultivo a temperatura descrita (HISS, 2001).

O resultado de Y,ys se encontra acima do nivel considerado por ANDRIETTA
(1999) como muito alto. A concentracéo inicial de células foi de 0,015 g/100 mL, que pode
ser comparada a concentracdo inicial de células do Teste 09 (0,012 g/100 mL), o que
novamente nos sugere a influéncia da concentracao inicial do inéculo sobre o aumento da

massa celular.
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4.4. Testes de propagacao conduzidos no Propagador C

Os resultados de cada experimento estdo apresentados na TABELA 16.

TABELA 16 — Resultados dos parametros fermentativos do

Propagador C

Viabilidade
TeSte Yp/s Yac/s Yx/s Xf / XO
(%)
12~ 0,005 0,011 0,26 95 4,4
13~ 0,009 0,021 0,17 86 2,0
14+ 0,019 0,010 0,22 98 3,5
15 0,167 0,031 0,39 83 50,5
16 0,022 0,020 0,17 97 75,4

*Testes feitos em triplicata, valores médios

Como pode ser observado na TABELA 16, o fator de conversao de substrato em
células obtido (Yys) foi menor para o Teste 13, no qual se utilizou isolado protéico de soja.
O ganho de massa calculado em numero de vezes (massa final / massa inicial) também
foiinferior aos testes realizados com extrato de levedura (Teste 12) ou extrato de levedura
adicionado de sais (Teste 14). JERONIMO (2004) propde que o isolado protéico de soja
possa ser utilizado em substituicdo ao extrato de levedura, mas no presente trabalho tal
equivaléncia entre as duas fontes protéicas nao foi verificada.

E também importante observar que a massa celular seca inicial, no tempo zero
(logo apds a inoculacéo) foi maior nos testes feitos com isolado protéico de soja (Teste
13), o que indica maior insolubilidade deste. Tal observacdo se torna mais pertinente
devido ao fato de que a metodologia de analise abrange centrifugacdo, e o volume de
centrifugado foi visivelmente diferente. Os resultados finais do Teste 14 mostraram uma
maior producédo de etanol quando comparados as propagacdes anteriores.

Os Testes 12, 13 e 14 foram realizados em triplicata e por este motivo, foi feita a
analise de variancia. As médias foram testadas pelo teste de Duncan a 5% de

probabilidade. Os resultados estdo mostrados na TABELA 17.
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TABELA 17 - Resultados dos testes de médias dos parametros fermentativos

Teste Viabilidade Xi- Xo Xi [ Xo Y acis Yxis Ypis
12 95,04 17,3a 4.4 5 0,011 0,267, 0,005y
13 86,2, 13,04 2,0ap 0,021 , 0,176, 0,009
14 98,3a 16,2, 3.,5a 0,010 p 0,223, 0,019,

Obs.: Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade ( teste de Duncan a 5%).

No tratamento com isolado protéico de soja (Teste 13), obteve-se maior fator de
conversdo de substrato em acidez, sendo que os outros dois tratamentos (Testes 12 e
14) nao diferiram entre si. Os resultados de Yags Se encontram entre 0s niveis médio
(0,008 a 0,013) e muito alto (0,0201 a 0,024), na classificacdo de ANDRIETTA (1999), em
fermentacdo alcodlica. Embora fermentacdo alcodlica e propagagdo sejam dois
processos distintos, em ambos 0s casos ndo se deseja que o fator de conversédo de
substrato em acido acético seja muito alto, o que implicaria na reducéo de outros fatores
desejados em fermentacéo alcodlica (neste caso, Yps) ou em propagacgéo (fator desejado
Yys)-

Entre os trés tratamentos avaliados (Testes 12, 13 e 14), ndo se observa diferenca
significativa no parametro viabilidade celular. Este resultado pode ser atribuido a
presenca de nitrogénio protéico (como extrato de levedura ou isolado protéico) na
formulacdo de todos os meios testados no propagador Modelo C. Segundo JERONIMO
(2004), a adigdo de nitrogénio protéico influi positivamente na manuten¢éo da viabilidade
celular. Os resultados de viabilidade corroboram com os dados desta pesquisadora, que
relata ter conseguido manter a viabilidade celular da levedura utilizada em fermentacdes
utilizando o mesmo isolado protéico de soja utilizado no Teste 13.

No Teste 12, com adi¢cdo de extrato de levedura ao meios de cultivo permitiu um
maior aumento de massa celular, em nimero de vezes, do que o tratamento com isolado
protéico de soja (Teste 13), como pode ser observado na TABELA 17. De acordo com
STEHLIK-TOMAS et al. (2004), a adicdo de sais minerais (sulfatos de Zn, Cu e Mn 0,01
0/100 mL) aumentou em 30% o rendimento em biomassa em condi¢cdes semiaerobias. Na
concentracdo de sais utilizada no presente trabalho, ndo conseguiu-se atingir este
aumento de massa, discordando também de JONES & GREENFIELD (1984).
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O tratamento com extrato de levedura (Teste 12) apresentou fator de converséo de
substrato em células (Yx/s) significativamente maior do que o tratamento com isolado
protéico de soja (Teste 13). O tratamento com extrato de levedura mais sais (Teste 14)
apresentou maior fator de conversao de substrato em etanol (Yp/s) do que o tratamento

com extrato de levedura (Testel2).

TESTES 15 e 16:

No teste 15 a viabilidade inicial era de 97% e caiu para 83% ao final das 12 horas
de propagacdo. Apesar desta queda de 15% da viabilidade, este foi 0 melhor fator de
conversdo (Yys) obtido neste trabalho (0,39). A massa foi aumentada 50,6 vezes em
relacdo & massa inicial.

No teste 16 houve um aumento de 75 vezes a massa inicial. A viabilidade celular
inicial era de 98%, caiu para 97,3% ao final das 24 horas de propagacdo em batelada
alimentada. O fator de conversdo de substrato em células (0,17) foi mais baixo que o
encontrado no Teste 15 (0,39), mas ficou préximo dos valores encontrados nos Testes
12, 13 e 14 (0,26; 0,17; 0,22, respectivamente). No Teste 16 a batelada alimentada por 24
horas néo interferiu na melhora deste fator, uma vez que o Teste 15 foi alimentado por 12
horas.

Os resultados de Y,¢s nestes dois testes se encontram acima do nivel muito alto
(0,0201 a 0,024), na classificacdo proposta por ANDRIETTA (1999), em fermentacao
alcodlica. Nao foram encontrados dados de Y,¢s para propagacao de S. cerevisiae para
comparacao com o presente trabalho.

Os resultados de aumento de massa encontrados nos Testes 09, 11, 15, e 16 nos
sugerem que o aumento de massa celular final esta diretamente relacionado com a baixa
concentracdo do inéculo. Estes dados sao confirmados pelos resultados encontrados por
ALVES et al. (2005), que conseguiu aumentos de 30 a 80 vezes na massa celular,
partindo de inoculo de 0,012g massa seca/100 mL meio de cultivo. A influéncia da
guantidade de in6culo sobre a fermentacdo alcodlica com leveduras foi reportada por
NAGODAWITHANA & STEINKRAUS (1976) citado por FERREIRA (2002) e no trabalho
de STREHAIANO et al. (1983). Estes autores citam que, embora o rendimento em etanol
permanecesse constante, a velocidade especifica de crescimento e o rendimento em
biomassa diminuiam com o aumento da concentracdo do indculo inicial, dado que
coincide com os resultados deste trabalho. STREHAIANO et al. (1983) conduziram um

trabalho com quatro diferentes concentracdes de indculo (2, 10, 20 e 60% v/v), e
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constataram que o rendimento em biomassa e a taxa especifica de crescimento

decresceram continuamente enquanto a concentracédo de inéculo era aumentada.
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5. CONCLUSOES

Nas condi¢bes avaliadas, o sulfato de amonio como fonte de nitrogénio nao foi
capaz de manter a viabilidade das células durante o processo de propagacédo. Da mesma
forma, a adicdo de fosfato didcido de potassio e sulfato de magnésio nos meios testados
apenas com nitrogénio amoniacal (sulfato de amonio) também néo foram suficientes para

manter a viabilidade celular e promover o crescimento.

A viabilidade celular ndo sofreu interferéncia da presenca dos micronutrientes (sais de
Cu, Zn, Fe, Mn) nas condicdes avaliadas (Teste 14), no meio com extrato de levedura
(Teste 12) e no meio com isolado protéico de soja (Teste 13). Também nao interferiu na

viabilidade das células.

Os melhores fatores de converséo de substrato em células foram obtidos nos testes
12, 14, 15 e 16, nos quais se adicionou extrato de levedura na concentracao de 0,9 g/100
mL, em comparacdo com a outra fonte protéica testada (isolado protéico de soja), na

mesma concentracao de nitrogénio.

A concentracdo inicial de células do in6culo foi um como fator determinante no
aumento de massa celular. Nos Testes 9, 11, 15 e 16, onde a concentracao inicial de
in6culo foi de no maximo 0,016 g/100 mL, o aumento de massa celular foi de 55; 40; 50,5

e 75,4 vezes; respectivamente.

O fator de conversdo de substrato em células (Yx/s) descrito na literatura, de
aproximadamente 0,5, ndo foi atingido em nenhum dos testes feitos neste trabalho. Este
fato sugere que as condicdes trabalhadas ainda ndo sejam as ideais. Este fator vem
sendo reportado por varios autores, que de uma maneira geral utilizam reatores que
operam de forma inteiramente controlada, inclusive com leituras instantdneas das

concentracdes de etanol, células, substrato e taxa respiratoria.
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6. PERSPECTIVAS

Protocolo de propagacéao:

Levando-se em consideracdo os resultados obtidos neste trabalho, pode-se propor
um protocolo de propagacéo de leveduras para producdo de cachaca.

o Equipamento: o Propagador C utilizado neste trabalho foi facilmente

operavel, e seu modelo pode ser adaptado para outro equipamento de maior

capacidade (volume);

o Aeracao: aspersor em forma de chuveiro, ou de vela sinterizada. A aeracao

deve estar ligada de forma continua (ar pressurizado) durante todo o tempo de

propagacdo, de forma a aerar, movimentar o0 mosto, sem causar turbuléncia
excessiva;

o Temperatura de operacdo: deve ser mantida entre 20 a 23 °C, por isso 0

propagador em maior escala devera possuir dispositivos de resfriamento externo

(tanque camisado);

o Composicédo do mosto:

Mosto composto por caldo de cana-de-acucar, com seu teor de sacarose diluido
entre 10 a 20 g/L (ou 1 a 2% p/v). A suplementacdo do caldo deve ser feita com extrato
de levedura de uso industrial alimenticio 9 g/L; (NH4).SO4 2 g/L; KH,PO,4 1,2 g/L e
MgS0,4.7H,0 0,5 g/L. O mosto deve ser esterilizado em autoclave por 20 minutos a 121
°C, ou submetido a tratamento equivalente. Depois de resfriado até 25-28 °C, o mosto ou
meio de cultivo deve ser inoculado, e aerado de forma continua.;

. Tipo de Inoculo: fermento Umido prensado, de panificacdo, de

aproximadamente 30% de massa seca, composto por leveduras S.cerevisiae. A

concentracéo inicial de inéculo deve ficar na faixa de 0,12 g/L a 0,16 g/L;

. Metodologia de propagacdo: Apos as primeiras duas horas de propagacao,

devem ser feitas adi¢cdes sucessivas de caldo de cana-de-agucar, sem diluicdo, a

intervalos de aproximadamente 2 horas, em volumes crescentes. A propagacao

deve durar 12 horas, desta forma, neste intervalo é possivel fazer de cinco a seis
adicbes de caldo. ApGs a ultima adicdo deve-se aguardar mais duas horas, para

gue as leveduras consumam a sacarose adicionada, antes de encerrar a

propagacao;

. Célculo da quantidade de caldo a ser adicionado: o caldo de cana-de-acucar

adicionado nestes intervalos deve teor de ART mais elevado que o mosto inicial



61
(em torno de 10 a 25 g/ L), o que pode ser verificado com o uso de um
sacarimetro. O volume de caldo a ser adicionado deve ser calculado por balanco
de massa, de acordo com o volume de meio contido no propagador e o agucar
residual. O balanco de massa pode ser feito de acordo com a metodologia exposta

na pagina 37, item. 3.4.

Dentro das perspectivas de continuacdo dos estudos de propagacdo e ainda da
adaptacao deste protocolo para uso em maior escala, sugere-se:

. Deve ser adaptado um rotametro na linha de ar para melhor controle da

vazéo de ar, de forma que a aeracéo fiqgue padronizada e constante;

. Deve-se também acompanhar a concentracdo de oxigénio dissolvido no
meio;
. Usar uma bomba peristéltica para as adicdes intermediarias do meio de

cultivo, de forma que o propagador seja vagarosa e continuamente alimentado

durante todo o tempo da propagacgéo.
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