(21) P1 0715244-2 A2

Republica Federativa do Brasil
Minestério do Desenvoivimento, indastria (RPI 221 4)
e do Comércio Exterion
Instituto Nacional da Proprisdade industrial

* B RPTIO7 152 4 4 A 2 %

(22) Data de Deposito: 28/09/2007 (51) Int.Cl.:
(43) Data da Publicacao: 11/06/2013 AO1N 59/08

C12P 7/06

(54) Titulo: PROCESSO PARA EVITAR
SUBSTANCIALMENTE O CRESCIMENTO DE
BACTERIA

(30) Prioridade Unionista: 19/06/2006 US 60/814957
(73) Titular(es): E.l DU PONT DE MOURS AND COMPANY

(72) Inventor(es): DERRICK OKULL, DWAYNE DISHCERT,
ERIC GUY SUMMER

(74) Procurador(es): Carolina Nakata

(86) Pedido Internacional: PCT US2007014299 de
28/09/2007

(87) Publicacao Internacional: WO 2007/149450de
27/12/2007

(57) Resumo: PROCESSO PARA EVITAR SUBSTANCIALMENTE
O CRESCIMENTO DE BACTERIA EM UM SISTEMA DE
FERMENTACAOQ. A presente invencdo se refere a um processo de
fermentacio para a producéo de etanol a partir de fontes naturais, tais
como milho, que compreende a introducdo de um acucar fermentavel,
um inoculante e um didxido de cloro estabilizado em um sistema de
fermentacdo. O diéxido de cloro estabilizado em um sistema de
fermentacdo. O dioxido de cloro estabilizado é adicionado
preventivamente ao sistema de fermentacdo em concentracdes no
sistema de fermentacdo de acido acético ndo superiores a 0,30%
(peso/ wvolume) e de Acido Iactico ndo superiores a 0,60%
(peso/volume). O diéxido de cloro estabilizado é adicionado em uma
quantidade efetiva para prevenir substanciaimente o crescimento de
bactéria.
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fermentacdo também é extremamente propicia para.o crescimento bacteriano.
A bactéria pode convertef o agucar (glicose) em acidos orgénicos, tal como o
acido acético e o acido lactico, ao invés de etanol. Além disso, a bactéria
cresce rapidamente no ambiente rico em nutriente para um sistema de
fermentacéo e pode consumir agucar (glicose) mais rapido do que a levedura.
Além disso, os acidos organicos produzidos pela bactéria inibem o
desempenho e o crescimento da levedura. Deste modo, a infecgao bacteriana
resulta em menor rendimento na produg:éb do etanol e o processo de
fermentagao se torna menos econdémico.

As atuais estratégias da industria para combater a infecgao
bacteriana nos sistemas de fermentag&o incluem o monitoramento quanto a
presenca de acidos organicos (por exemplo, acido aceético e acido lactico)
seguido pelo tratamento corretivo. Isto €, uma vez que O0s acidos séao
detectados, os antibidticos ou biocidas podem ser adicionados para controlar o
crescimento bacteriano. Entretanto, o crescimento bacteriano e a infecgao sao
um problema recorrente. Qualquer alimentagdo em um sistema de
fermentagao, tal como a agua, massa, enzimas e leveduras, pem como o
proprio recipiente de fermentagdo (se nao desinfectado entre as bateladas)
pode ser uma fonte de bactéria. Portanto, o monitoramento frequente é
necessario e introdugoes repetidas de antibidticos podem ser requeridas.

A utilizagao de antibidticos para reduzir o crescimento bacteriano
em um sistema de fermentacdo se tornou uma desvantagem. Certos
antibidticos permanecem e se acumulam nos produtos sélidos de fermentacao,
se eles nao forem desativados na reagdo com a bactéria alvo. Os produtos
sélidos incluem os solidos de grao seco do destilador (DDGS) e os solidos de
grao Gmido do destilador (DWGS). Os DDGS e DWGS sao subprodutos
valiosos da fermentacdo e sao utilizados nas ragbées animais. Em muitos

paises, a quantidade de antibidticos na ragao animal esta sob controle
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etanol por meio de fermentagdo. O seguinte € uma descricdo de como este
processo pode ser realizado utilizando o milho como matéria-prima. Sera
e_ntendido pelos técnicos no assunto que este processo pode ser variado, por
exemplo, pela utilizagao de outras matérias-primas.

O etanol pode ser produzido a partir do milho ou outro grao em
um processo por moinho Umido ou moinho seco conforme é conhecido pelos
técnicos no assunto no estado da técnica. Em um processo de moinho a
amido, o milho é saturado ou impregnado e entao separado em componentes.
Em um processo de moinho seco, o milho € moido em farinha de milho e
processado sem separagdo. O componente do amido de milho a partir do
processo do moinho Umido ou da farinha de milho do processo do moinho seco
& misturado com agua e enzimas e cozido para solubilizar o amido.

O amido de milho é um polissacarideo, isto &€, um polimero
fabricado de unidades individuais de glicose. O amido é convertido em
polissacarideos menores (mais reduzido), isto €, dextrinas, por enzimas (a-
amilases). Os polissacarideos menores s&o convertidos em um acucar
fermentavel, isto &, glicose (monossacarideo), utilizando a enzima glicoamilase.

O processo para a produgdo de etanol compreende entao a
fermentacao do aglicar em um reator em batelada ou continuo pelo contato do
aclicar com um inoculante, tal como a levedura, em um sistema de
fermentagdo, para produzir um produto da fermentagao compreendendo o
etanol e o dioxido de carbono. As etapas subsequentes incluem a destilagao do
produto de fermentagio para remover cerca de 95% do liquido, bem como os
sélidos e produzem um etanol destilado compreendendo cerca de 5% de agua;
e desidratando o etanol destilado, produzindo deste modo 100% (200 proof) de
etanol. As etapas adicionais compreendem a desnaturagao do etanol seco pela
mistura em cerca de 2 a 5% de gasolina ou outro aditivo para utilizagées nao

em bebidas; e recuperacéo do diéxido de carbono e sélidos co-produzidos. As
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etapas adicionais na produgdo da bebida de etanol podem incluir o
envelhecimento, a mistura e o engarrafamento, tal como aquele descrito no
pedido de patente US 2006/0159812 A1. Tais etapas adicionais também séao
descritas em Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical Technology, Beverage
Spirits, Distilled por John E. Bujake, John Wiley & Sons, Inc. (New York), 2001.
Estas etapas s&do conhecidas pelos técnicos no assunto.

Os processos para a produgéo de etanol sao realizados em
condigdes que nao impedem a introdugdo de bactéria nos sistemas de
fermentacdo. As fontes de bactéria em um sistema de fermentagao podem
incluir quaisquer das alimentagdes (agucar fermentavel, inoculante)
introduzidas no sistema. A limpeza inadequada dos sistemas de fermentacao
entre as bateladas ou operages também pode sér uma fonte de bactéria para
as fermentagbes subseqiientes. As infecgdes bacterianas dos sistemas de
fermentagdo produzem subprodutos de acidos organicos a partir do agucar
fermentavel, particularmente o acido acético e o acido lactico. Portan to, a
bactéria consome os ingredientes (agucar fermentavel) e inibe a atividade do
inoculante. O acido acético e o acido lactico também sao produzidos pela
levedura durante a fermentagdo, mas em quantidades nao suficientes para
interferir significativamente com o rendimento geral e a eficiéncia do processo,
conforme descrito no presente. As concentragées crescentes dos acidos
organicos indicam o crescimento da infeccdo bacteriana em um sistema de
fermentacao.

No processo da presente invengéo, o dioxido de cloro estabilizado
(SCD) é adicionado em um ou mais do agucar fermentavel, inoculante ou
sistema de fermentagdo, em uma quantidade eficaz para evitar
substancialmente o crescimento da bactéria e, portanto, a formagéo de acidos
organicos no sistema. Isto é, o SCD é adicionado antes do crescimento

substancial da bactéria no sistema, tal como antes da introdugédo de qualquer



ou todos 6s ingredientes necessarios para iniciar o processo de fermentagao,
ou pode ser determinado pelas concentragdes de acido acético e acido lactico
‘no sistema. As bactérias sa@o, portanto, substancialmente impedidas de
crescerem no sistema de fermentagdo na presenga do SCD. De modo
5 surpreendente, o SCD permanece no sistema de fermentagao e as bactérias
sdo substancialmente impedidas de crescerem e de contaminarem o produto
através da geracao in situ do didéxido de cloro ativado, isto &€, ClOz pela reagao

do SCD com o acido produzido no sistema.
De modo a impedir substancialmente o crescimento de bactéria e
10 a formacéo significativa de acidos organicos em um sistema de fermentagao, o
dioxido de cloro estabilizado é adicionado na concentragao de acido acético
nao superior a 0,30% (peso/ volume) e na concentragdo de acido lactico nao
superior a 0,60% (peso/ volume). Nas concentragdes de acidos acima destes
niveis, ha um efeito prejudicial na levedura e perda significante do rendimento
15 de etanol com base na conversdo do aglcar. Portanto, a adigéo do dioxido de
cloro estabilizado acima destes niveis seria corretivo, uma vez que O
crescimento bacteriano substancial ja ocorreu, conforme indicado pelas

concentragdes dos acidos organicos.
ACUCAR FERMENTAVEL

20 Um acticar fermentavel apropriado para a utilizagdo na presente
invengdo pode ser derivado essencialmente de qualquer fonte de planta que
compreende o acucar, amido e/ou a celulose. Isto é, o amido e/ou a celulose
podem ser convertidos pelos processos conhecidos no estado da técnica, por
exemplo, utilizando as enzimas, para o aglcar apropriado para a utilizagcao
25 como um aguicar fermentavel na presente invengdo. O agucar fermentavel pode
ser derivado de um ou mais de qualquer produto a base de gréo, tal como o
milho, aparas de madeira, palha de trigo, forragem de milho, switch grass

(Panicum virgatum). O agucar fermentavel pode ser alternativamente derivado
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do sorgo (milo), cevada, paingo, sorgo, cana de aglcar, agucar de beterraba,
melago, soro do leite e batatas. Os processos s&@o conhecidos pelos técnicos
no assunto para converter estas fontes em agucar fermentavel.
Convenientemente, o acucar fermentavel é derivado do -milho, utilizando os

processo de moinho umido ou moinho seco para produzir um amido liquefeito.

'O amido liquefeito sofre a sacarificagdo, em que o amido é colocado em

contato com enzimas para converter o amido em glicose, formando deste modo
o aguicar fermentavel.

O termo “massa” é utilizado no presente para se referir a uma
composi¢cdo que compreende um agucar fermentavel. A massa compreende
qualquer mistura de grao misturado ou outros carboidratos fermentaveis em
agua utilizada na produgao de etanol em qualquer estagio da mistura do agucar
fermentavel em agua antes de qualquer cozimento e sacarificagao através do
término da fermehtagéo, conforme definido em Jacques, KA., Lyons, T.P.,
Kelsall, D.R, The Alcohol Textbook, 2003, 426-424, Nottingham University
Press, UK.

Em um processo de fermentagdo, o agucar esta tipicamente
presente em um sistema de fermentagcao em uma concentracdo de cerca de 5
a cerca de 40% (peso/ volume), de preferéncia, no intervalo de cerca de 10 a
35% (peso/ volume).

INOCULANTE

Para os propositos do presente, um inoculante é um
microorganismo que é capaz de converter um agucar fermentavel em etanol.
As leveduras s3o inoculantes comuns, que sdo utilizadas na fermentagao do
etanol. As leveduras s&o microorganismos capazes de viver e crescer em
ambientes aerdbicos (com oxigénio) e ndo aerdbicos (sem oxigénio).

" A seguinte discusséo esta direcionada a um processo em que o

inoculante &€ uma levedura.
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Com relagdao a bactéria, as leveduras possuem velocidades de
fermentacdo de moderadas a lenta. Para compensar sua velocidade
metabdlica, grandes quantidades de leveduras podem ser requeridas na
produgao de etanol industrial em larga escala. Antes da introdugao de levedura
em um recipiente de fermentagdo, um inéculo de levedura é produzido em um
tanque de propagagdo separado do recipiente de fermentagdo. Em um tanque
de propagagdo, uma cultura iniciadora de levedura & fornecida com a
composicdo nutriente, que pode compreender o agucar fermentavel, enzimas €
agua para ativar ou crescer a levedura. A propagacgao da levedura também
ocorre durante a etapa de fermentacdo. Entretanto, a ativacao da levedura em
um tanque de propagagéo fornece levedura altamente ativa na introdugao no
recipiente de fermentagao.

A levedura inoculante é adicionada no sistema de fermentagao
em uma quantidade tipicamente de cerca de 1 libra de levedura seca por 1.000
galdes (1 Kg por 8.000 litros) da composi¢do que compreende o agucar
fermentavel, isto é, a massa. Os tempos de espera tipicos para a etapa de
fermentagdo nesta carga de levedura estdo entre 40 e 72 horas. Sera
reconhecido pelos técnicos no assunto que a quantidade de levedura
adicionada por variar, junto com os tempos de espera.

Di16xi100 DE CLORO ESTABILIZADO

O termo “dioxido de cloro estabilizado” conforme utilizado no
presente significa um ou mais complexos de oxi-cloro contendo diéxido de cloro
e/ou um ou mais componentes contendo clorito e/ou um ou mais de outras
entidades capazes de formar o dioxido de cloro em um meio liquido quando
exposto ao acido. Portanto, o dioxido de cloro estabilizado compreende pelo
menos um do complexo de oxi-cloro contendo diéxido de cloro, um
componente contendo clorito ou uma entidade capaz de formar o diéxido de

cloro em um meio liquido quando exposto ao acido. Na presente invengao, o
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diéxido de cloro estabilizado reage com um acido orgénico, tal como o acido
acético efou o acido lactico, por exemplo, produzido pela contaminagéo de
bactéria. Quando ativad_o pelo acido, o diéxido de cloro € um biocida de amplo
espectro, capaz de eliminar o impacto deletério da contaminagao da bactéria
em um sistema de fermentagéo. O diéxido de cloro estabilizado também’ pode
ser referido como um “precursor do diéxido de cloro” ou abreviado no presente
como “SCD”.

Entre o complexo de oxi-cloro contendo diéxido de cloro preferido
& selecionado a partir do grupo que consiste em um complexo de diéxido de
cloro com carbonato, complexo de diéxido de cloro com bicarbonato e suas
misturas. Os exemplos de componentes contendo clorito incluem os cloritos
metalicos e, em particular, os cloritos de metal alcalino e de metal alcalino
terrosb. Um exemplo especifico de um componente contendo clorito que é util
como um precursor de dioxido de cloro & o clorito de s6dio, que pode ser
utilizado como um clorito de sédio de grau técnico. A composigéo quimica

exata de muitos do didxido de cloro estabilizado e, em particular, os complexos

de dioxido de cloro, ndo sdo completamente entendidos. A fabricagéo ou a

produgdo de certos precursores de diéxido de cloro sdo descritas por Gordon,
patente US 3.585.147 e Lovely, patente US 3.591.515. Os exemplos
especificos de dioxido de cloro estabilizados uteis incluem, por exemplo, o
Anthium Dioxcide, disponivel pela International Dioxcide Inc., North Kingstown,
RI; Oxine e Purogene, disponivel pela Bio'-Cidé International, Inc., Norman, OK.

O diéxido de cloro estabilizado (precursor do didxido de cloro),
SCD, pode ser fornecido em um meio liquido em uma concentragdo pré-
determinada, por exemplo, uma concentragdo selecionada para fornecer uma
quantidade desinfetante de dioxido de cloro em resposta a pelo menos um fator
exceto a presenca dos acidos organicos a ser reduzida. Preferencialmente, o

meio liquido possui SCD suficiente de modo a possuir uma concentragao
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potencial de dioxido de cloro no intervalo de cerca de 0,002% a cerca de 40%
em peso, de preferéncia, no intervalo de cerca de 2% a cerca de 25% em peso,
de maior preferéncia, no intervalo de cerca de 5% a cerca de 15% em peso,
com base no peso total do meio liquido incluindo os complexos contendo
diéxido de cloro efou um ou mais componentes contendo cloro e/ou uma ou
mais outras entidades capazes de formar o di6éxido de cloro.

O didxido de cloro estabilizado pode ser fornecido como um
material solido, tal como uma composi¢éo que compreende um p6 de clorito de
metal alcalino ou alcalino terroso, ingredientes inertes e, opcionalmente, um-
ativador seco, tal como um acido seco. De preferéncia, o clorito de metal € um
clorito de metal alcalino, de maior preferéncia, o clorito de sédio.

O didxido de cloro estabilizado é ativado in situ pela diminuigao
do pH a menos de um pH 8, por exemplo, pela adigdo de acido, metais e/ou
pela produgdo de &cido in situ, por exemplo, a partir de certas bactérias
produtoras de acido. Quanto menor o pH, mais rapido o SCD ¢é ativado. Para
os propésitos no presente, o SCD permanece inativo na solugao até o acido ser
gerado, que converte o SCD em diéxido de cloro ativado. Quanto mais acidos
sdo gerados, mais dioxido de cloro ativado & produzido. O diéxido de cloro
ativado destroi a bactéria ao reagir com uma série de componentes celulares
(proteinas, lipideos, etc.). Uma vez que O dioxido de cloro ataca multiplos locais
da célula ou dentro dela, nao é provavel que ocorra uma resisténcia, um
problema conhecido com os antibiéticos.

PROCESSO

A presente invengao é um processo para evitar substancialmente
o crescimento de bactéria em um sistema de fermentagéo que compreende a
introdugdo de um agutcar fermentavel, um inoculante e um diéxido de cloro
estabilizado em um sistema de fermentagdo. O SCD é adicionado em

concentracdes no sistema de fermentagéo do acido acético nao superiores a
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0,30% (peso/ volume) e de &cido lactico nao superiores a 0,60% (peso/
volume) em uma quantidade eficaz para evitar substancialmente o crescimento
da bactéria. E conhecido dos técnicos no assunto que o acido acético e o acido
lactico podem estar presentes em pequenas quantidades em um sistema de
fermentagdo, isto é, sem crescimento substancial da bactéria. Estes acidos
organicos podem se formar como um subproduto da fermentagéo do agucar
pela levedura. Ao que se revelou a exposigao do SCD a pequenas quantidades
de acido gera o dioxido de cloro ativado, nao ha substancialmente efeito
adverso no inoculante (por exemplo, levedura), no processo de fermentagao e
no rendimento de etanol.

O SCD pode ser adicionado ao agucar fermentavel ou no
inoculante antes de sua introdug@o no sistema de fermentacao. O processo de
fermentacao pode ser em batelada ou continuo. Por “sistema de fermentagao”,
entende-se no presente como se referindo ao trem de liquefagao de fluxo em
batelada ou continuo e aos tanques de fermentagao, recipientes, reatores,
trocadores de calor, encanamento (tal como um reator de fluxo erﬁ pistao) ou
suas combinagdes em que a fermentagao do agucar ocorre. Alternativamente
ou em adigdo, o SCD pode ser adicionado como uma corrente separada do
sistema de fermentacao, separada do agucar fermentavel e do inoculante. Em
um processo em batelada, o SCD pode ser, alternativamente, adicionado
antes, durante efou depois da adi¢do do agucar fermentavel e/ou do inoculante
no sistema de fermentagao. Quando o inoculante é a levedura, o SCD pode ser
adicionado no tanque de propagagéo da levedura. De preferéncia, o SCD sera
adicionado antes da adigdo do agucar fermentavel ou antes da adigdo do
inoculante no sistema de fermentagéo para conquistar os melhores resultados.
De maior preferéncia, o SCD é adicionado antes da adigao do inoculante,
especialmente quando o inoculante € a levedura. O SCD deve ser adicionado

ao aglucar fermentavel, inoculante ou sistema de fermentagdo em
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cqncentrag()es no sistema de acido acético ndo superiores a 0,30% (peso/
volume) e de acido lactico ndo superiores a 0,60% (peso/ volume). Nestas
concentracbes de acido, ndo ha efeito substancialmente prejudicial no
processo de fermentacéo da bactéria.

O diéxido de cloro estabilizado é adicionado em uma quantidade
eficaz. Por “quantidade eficaz” entende-se uma quantidade que €& capaz de
gerar diéxido de cloro ativado suficiente no sistema de fermentacgao para evitar
substancialmente o crescimento da bactéria sem afetar de modo adverso o
processo de fermentagao. Por “evitar substancialmente o crescimento da
bactéria” entende-se que a concentragdo no sistema de fermentagéao do acido
acético nao é superior a 0,30% (peso/ volume) e a concentragéo de acido
lactico nao & superior a 0,60% (peso/ volume) de acido. Tais condi¢cdes
permitem que o inoculante converta rapidamente e efetivamente o agucar
fermentavel em etanol. Portanto, no processo da presente invengéo, ha uma
reducéo na produgdo de acido com relagdo a operagao na auséncia de uma
quantidade eficaz de dioxido de cloro estabilizado. Além disso, N0 processo da
presente invengdo, também ha uma redugdo na produgdo de acido e um
aumento na produgéo de etanol com relagao ao tratamento corretivo com SCD
em um processo infectado. No tratamento corretivo, a produgéo de acido e a
perda no rendimento de etano! ocorrem antes do SCD corretivo adicionado
comegar a agir. No processo da presente invengao, com relacdo ao tratamento
corretivo, também ha uma perda minima no tempo do ciclo, ou no rendimento
do etanol.

O diéxido de cloro estabilizado é adicionado em uma
quantidade eficaz para evitar substancialmente o crescimento da bactéria,
mas possui pouco impacto nas principais variaveis no processo de
fermentacdo. Esta quantidade sera, tipicamente, de cerca de 0,0001 a

cerca de 5% com base no peso do dioxido de cloro ativado que pode ser

4
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produzido e no peso total dos conteadc;s do sistema de fermentagao —
quando todos os reagentes foram adicionados no sistema. Sera entendido
que a quantidade de SCD necessadria ira depender da carga de bactéria
total introduzida no sistema. Outros fatores a se considerar na
determinacdo da quantidade de SCD a ser adicionada incluem o0
momento da adicdao de inoculante (levedura) e pH. De preferéncia, a
quantidade de SCD adicionada & de cerca de 0,01 a cerca de 3%, de
maior preferéncia, de cerca de 0,1 a cerca de 2% do volume total do
material no recipiente de fermentacéo. Esta quantidade é substancial o
suficiente para minimizar interrOpgbes NO  processo devido a
contaminagéo bacteriana e para eliminar a necessidade por outros
biocidas ou antibidticos. Sera entendido pelos técnicos no assunto que a
concentracdo de SCD introduzida no processo de fermentacao pode
variar dependendo da concentragdo de diéxido de cloro dissolvido
disponivel na solugéo de SCD sendo édicionadai

Ao operar uma usina de fermentacdo de acordo com a presente
invengéo, um velocidade reduzida na frequéncia, com eliminagao potencial e
efeitos deletérios da infecgdo bacteriana é obtida. Portanto, no processo da
presente invengao, a produtividade em longo prazo e O lucro aumentam na
operagdo de uma usina de fermentagéao.

E reconhecido que os resultados individuais em diferentes usinas de
fermentacdo de etanol que operam em diferentes condigbes podem variar nos
melhoramentos relativos no processo da presente invengao, tal como, na redugao da
produgio de acido e no aumento da produgao de etanol com relagéo a auséncia de
SCD ou com relagdo a adigdo de SCD corretivo. .

No processo da presente invencao, a fermentagéo ocorre em um
sistema de fermentagdo em batelada ou continuo. A mistura do produto do sistema

de fermentagdo compreende o etanol, a agua, inoculante, solidos do grao e o SCD
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nao reagido. Apds a descarga do sistema de fermentagdo, as etapas do processo
convencionais para a separagdo e a purificagédo ou outros processamentos do
etanol podem ser realizadas. O produto de fermentagao pode ser destilado para
separar o etanol do volume de égué presente e dos sélidos (que inclui inoculantes e
solidos do grao). Os soiidos podem ser recuperados. O etanol destilado pode ser
ainda tratado, por exemplo, pelo contato com peneiras moleculares, para remover a
agua remanescente, tal que o produto de etanol & essencialmente 100% etanol
puro (200 proof). Na produgdo de bebida, o envelhecimento, mistura ou outros
processamentos podem ser requeridos. O etanol de combustivel purificado €
geralmente tratado com um agente desnaturante. O didxido de carbono co-
produzido e os sélidos também podem ser recuperados.

Os solidos recuperados podem ser utilizados na ragdo animal e
misturados com gréos do destilador. Vantajosamente, os soélidos recuperados
compreendem o SCD, que, quando adicionados aos graos do destilador
umidos, pode prolongar sua vida de prateleira. Outras vantagens, tais como o
controle do odor, também podem ser obtidas.

EXEMPLOS

Nos seguintes exemplos, o didxido de cloro estabilizado que foi
utilizado era o Anthium Dioxcide, disponivel pela International Dioxcide Inc., North
Kingstiwn, Rl, como uma solugao contendo 5% de dioxido de cloro quando ativada.

A bactéria viavel total nas amostras no presente foi medida como
uma concentragdo de unidades formadoras de colénia (CFU) por unidade de
volume (isto €, CFU/mL) ou por unidade de massa (isto &, CFU/g) de amostra
(Exemplo 1 e Exemplo 2), ou com base nas leituras de densidade Optica utilizando
um espectrometro (Exemplo 3). A densidade Optica conforme medida utilizando o
espectrofotometro representa a quantidade de luz de comprimento de onda
especifico (450 nm) absorvida pelas células bacterianas e ¢é diretamente

proporcional a concentragao de bactéria na amostra. Isto &, quanto maior a
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concentracdo de células na suspensao, maior a densidade 6ptica da amostra, e
vice versa. Quando utilizada para comparar as células bacterianas expostas as
condigbes variadas, as menores densidades oOpticas indicam a inibigao do
crescimento bacteriano. Também é entendido que ha uma correlagéo direta da

concentracdo de bactéria nas amostras e a medida de CFU. Portanto, quanto maior

" a concentragao de bactéria, maior o CFU e vice-versa. Como convengao, os CFUs

sdo transformados matematicamente em valores de logaritmo (logio CFU) para
simplificar as comparagdes entre 0s diferentes tratamentos.
EXEMPLO 1 (

As amostras de massa coletadas a partir de uma usina de
processamento de etanol comercial forneceram o agucar fermentavel utilizado
neste exemplo. As amostras foram coletadas a partir da corrente do processo
imediatamente ap6s a liquefagdo, pouco antes da introducdo do inoculante
(levedura) ou qualquer um de outros ingredientes (uréia, enzimas, antibiéticos) no
sistema. As amostras foram armazenadas em um refrigerador em uma
temperatura de 4° C (39° F) por cinco dias antes do teste. As amostras de massa
foram expostas a concentragdes variadas de diéxido de cloro estabilizado (SCD)
conforme segue: 25 mL da massa foram transferidos em 50 mL de tubos de
centrifuga, que foram entdo aquecidos a 33° C (92° F) em um banho de agua. O
SCD foi adicionado nas amostras de massa para atingir as concentragdes de
diéxido de cloro na massa de 62,5 ppm, 75 ppm, 100 ppm, 150 ppm e 250 ppm. Em
uma amostra controle, nenhum SCD foi adicionado na massa.

As amostras tratadas e a amostra controle foram mantidas no banho
de agua por 30 minutos, apés o qual as bactérias sobreviventes foram enumeradas
utilizando os métodos microbioldgicos padrao. Estes métodos acarretam a diluicao
de cada amostra por um fator grande o suficiente para permitir a separagao clara
das colénias bacterianas individuais no meio de crescimento sdlido, no presente

referido como um fator de diluicio, permitindo deste modo que as colénias sejam
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contadas individualmente. Neste exemplo, o meio de crescimento era o Agar MRS,
disponivel pela Difco Laboratories, Sparks, MD, em que a bactérias produtoras do
acido organico sdo conhecidas por crescerem. Os métodos padrao tambeém
acarretam a incubagdo de placas de agar sobre as quais as amostras dllUIdaS

5 foram depositadas/ espaihadas. Neste exemplo, as placas foram incubadas a 33° C
por 48 horas. Os experimentos foram realizados em duplicata. Os resultados sao
fornecidos abaixo na Tabela 1. A Contagem 1 e a Contagem 2 indicam as
contagens de coldnia bacteriana em cada um dos -experimentos duplicados. A
média é baseada na Contagem 1 e na Contagem 2.

10 TABELA 1

BACTERIA VIAVEL RECUPERADA DE AMOSTRAS DE MAssAs APOS A EXPOSIGAO AO

SCD POR 30 MINUTOS
Concentragao Contagem Média Fator de CFU/mL Log
de SCD na 1 2 diluicao CFU/mL
massa

(Controle) 704 900 802 10.000 80.200.000 7.9
0 ppm
62,5 ppm 40 89 64,5 10.000 6.450.000 6,51
75 ppm 320 270 295 10.000 2.950.000 6,47
100 ppm 200 360 280 10.000 2.800.000 6,45
150 ppm 26 28 27 100 2.700 3,43
250 ppm 25 29 27 10 270 2,43

O numero de bactéria viavel na massa tratada com o SCD foi

menor do que as amostras de massa nao tratadas. Maiores cargas de SCD
15 resultaram em menos bactéria nas amostras.
EXEMPLO 2

Durante o processo de fermentagao normal na usina de etanol moida

a seco, duzentos e setenta (270) galées (1.000 litros) de SCD foram adicionado em
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um fermentador pouco antes do preenchimento com a massa & antes da adigéo de
levedura, enzimas e uréia no fermentador. Nao foram adicionados compostos
antibisticos no fermentador. Neste processo, o fermentador foi preenchido com
massa fluente a 660 galées por minutos até um volume de 660.000 galdes. A
concentracdo de SCD adicionada no recipiente variou, portanto, conforme o volume
da massa aumentava. Isto &, conforme o preenchimento comegou, O SCD foi
gradualmente diluido até uma concentragao final de 0,041%. O SCD utilizado neste
exemplo era uma solugdo contendo 5% de didxido de cloro ativo. 3.500 galées
(28.000 litros) de suspensao de levedura na massa contendo cerca de 1,0 x 108
células por mL foi adicionada a partir do tanque de propagagéo de levedura apos 90
minutos de preenchimento. Quando todos os componentes foram adicionados no
recipiente de fermentagéo, a concentragao de antibiéticos (Virginiamycin) e uréia
eram 0,0001% e 0,0016%, respectivamente. Os indicadores do desempenho de
fermentagdo foram monitorados como de costume e s&o mostrados na Tabela 2.
Os dados foram coletados das bateladas de fermentacdo operando
simultaneamente em cada condigédo e meios calculados. A Tabela 2 representa as
médias de 16 bateladas de fermentacgdes utilizando antibiéticos e 15 bateladas de

fermentagao em que o SCD foi adicionado.

TABELA 2
PARAMETROS CHAVE PARA AS FERMENTACOES EM BATELADA
Tratado com antibiético
pH Temp. | Acticares, | Acido Glicerol, | Acido Etanol,
(°C) % lactico, | % acético, | %
% %
Inoculante 5,38 37 9,10 0,07 0,39 0,02 0,74
10 horas 5,47 33 23,63 0,18 0,80 0,03 1,32
22 horas 4,81 32 11,54 0,28 1,46 0,02 7.53
36 horas 4,76 30 3,94 0,32 1,67 0,03 11,64
Gota 4,91 29 1,14 0,35 1,72 0,05 13,81
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Tratado com SCD
pH Temp. | Agucares, | Acido Glicerol, | Acido Etanol,
(°C) % lactico, | % acético, | %
% %
Inoculante 5,39 37 8,94 0,07 0,40 0,02 0,92
10 horas 5,60 33 24,70 0,15 0,75 0,03 1 ,00
22 horas 4,84 33 13,69 0,23 1,40 0,01 6,53
36 horas 4,74 29 5,75 0,25 1,66 0,02 10,91
Gota 4,88 29 1,14 0,25 1,77 0,04 14,08

Conforme pode ser observado pelé Tabela 2, o rendimento médio
de etanol no final da fermentagdo (Gota) para a fermentagao tratado com SCD
foi maior do que tratado com antibiético. A concentragao média de acido lactico
e acético também foi menor para o fermentador tratado com SCD. Portanto, a
utilizacdo de SCD ao invés de antibidtico aumenta o rendimento do etanol,
sendo que em uma usina que produza 56 milhées de galdes (212 milhdes de
litros) por ano de etanol, um adicionél de 1,1 milhdo de galdes (4,2 milhdes de
litros) por ano s&o produzidos. Com um prego de $ 2,20 por galédo a produgao
aumentada representa uma revisao anual adicional de $ 2,35 milhao.

EXEMPLO 3

Culturas puras de bactérias produtoras de acido lactico foram
isoladas e identificadas a partir de amostras de massa obtidas previamente a
partir de um processo de fermentagao comercial. Trés dos isolados que foram
mais frequentemente identificados foram combinados em um coquetel e
expostos em concentragbes crescente de SCD em um caldo MRS (Difco,
Sparks, MD, EUA), um meio seletivo para a bactéria produtora do acido lactico.
As espécies utilizadas foram Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus sakei € ©
Leuconostoc citreum. Os trés isolados foram cultivados durante a noite em agar
MRS, entdo lavados com um tampéao fosfato, (pH 6,4), misturados € a

densidade celular total foi ajustada com o tamp&o para resultar em cerca de
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10* CFU/mL de células viaveis em um meio de crescimento liquido. A
suspenséo celular no meio liquido foi combinada com SCD em concentracoes
de diéxido de cloro ativo de 50 ppm, 75 ppm, 100 ppm e 150 ppm em placas de
micro-titulagdo de 96 pogos.

As leituras de densidade éptica de cada pogo foram registradas.
em intervalos de 2 horas por 22 horas utilizando um leitor de placas de micro-
titulacao automatizado. A densidade Optica indica a concentracéao de células de
bactérias no meio. A maior turvagéo das amdstras indica maior concentragao
de bactéria no meio.

As bactérias expostas a diversos niveis de SCD exibem menores
densidades opticas comparadas as ceélulas nao tratadas durante o mesmo
periodo de tempo de 22 horas. A Figura 1 ilustra que ao incluir o SCD no meio
de crescimento, a concentracdo de bactéria pode ser diminuida e sua

velocidade de crescimento controlada, conforme medido pela densidade Optica

da suspensao.
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REIVINDICACOES
1. PROCESSO PARA EVITAR SUBSTANCIALMENTE ©)

CRESCIMENTO DE BACTERIA, em um sistema de fermentacgéo,
caracterizado pelo fato de que compreende a introdugdo de um agucar
fermentavel, um inoculante e um diéxido de cloro estabilizado em um sistema
de fermentacdo, em que o inoculante converte o acucar em etanol e dioxido de
carbono; em que o diéxido de cloro estabilizado é adicionado, em uma
quantidade eficaz para evitar substancialmente o crescimento de bactéria, a um
ou mais aglcares fermentaveis, ao inoculante ou ao sistema de fermentagao,
com concentracdes no sistema de fermentacgao de acido acético nao superiores
a 0,30% (peso/volume) e acido lactico nao superiores a 0,60% (peso/volume),
e ainda em que a quantidade de didxido de cloro estabilizado é de cerca de
0,0001 a cerca de 5%, com base no peso do diéxido de cloro ativado que pode
ser produzido e o peso total do sistema de fermentacéo.

2. PROCESSO, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que o didxido de cloro estabilizado é adicionado
antes da adicao do agucar fermentavel ou antes da adicéo de inoculante no
sistema de fermentagéao.

3. PROCESSO, de acordo com a reivindicagao 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que o didxido de cloro estabilizado é adicionado em
uma quantidade de cerca de 0,01% a cerca de 3% com base no peso do
dioxido de cloro ativado que pode ser produzido € 0 peso total dos conteudos
do fermentador.

4. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado pelo fato de que o diéxido de cloro estabilizado é adicionado em
uma quantidade de cerca de 0,1% a cerca de 2% com base no peso do diéxido
de cloro ativado que pode ser produzido e do peso total dos conteudos do

fermentador.
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5. PROCESSO, de acordo com uma das reivindicagoes de 1
a 4, caracterizado pelo fato de que o didxido de cloro estabilizado € um
complexo de oxi-cloro contendo didxido de cloro que é um complexo de dioéxido
de cloro com carbonato, diéxido de cloro com bicarbonato ou uma mistura dos
mesmos.

6. PROCESSO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1
a 4, caracterizado pelo fato de que o dioxido de cloro estabilizado € um
componente contendo clorito, que € um ou mais cloritos metalicos. |

7. PROCESSO, de acordo com uma das reivindicagbes de 1
a 6, caracterizado pelo fato de que o aglcar fermentavel & derivado de um ou
mais de: milho, aparas de madeira, palha de trigo, forragem de milho, switch_
grass (Panicum virgatum), sorgo (milo), cevada, paingo, sorgo, cana de agucar,
agucar de beterraba, melago, soro do leite, batatas.

8. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo fato de que o aglicar fermentavel & derivado do milho.

9. PROCESSO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1
a 8, caracterizado pelo fato de que o agucar fermentavel esta presente no
sistema de fermentagdo em uma concentragao de cerca de 5 a cerca de 40%
(peso/ volume).

10. PROCESSO, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que o aglcar fermentavel é derivado do milho e esta
presente no sistema de fermentagdao em uma concentracdo na faixa de cerca
de 10 a 35% (peso/ vblume); o inoculante é a levedura; o dioxido de cloro
estabilizado é adicionado no sistema de fermentagao antes da adigdo do
aglcar fermentavel ou antes da adicdo do inoculante no sistema de
fermentacao; o dioxido de cloro estabilizado é adicionado em uma quantidade
de cerca de 0,01% a cerca de 3% com base no peso do didéxido de cloro

ativado que pode ser produzido e do peso total dos conteudos do fermentador;



& 4

o diéxido de cloro estabilizado é um clorito de metal alcalino ou um clorito de
metal alcalino terroso, que é fornecido em um meio liquido em uma
concentragdo que apresenta uma concentragao potencial de diéxido de cloro

ativado no intervalo de cerca de 2% a cerca de 25% em peso, com base no

peso total do meio liquido.
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REsSUMO
“PROCESSO PARA EVITAR SUBSTANCIALMENTE O CRESCIMENTO DE
BACTERIA EM UM SISTEMA DE FERMENTAGAO”
A presente invengao se refere a um processo de fermentagéao

para a producdo de etanol a partir de fontes naturais, tais como milho, que

- compreende a introdugdo de um agucar fermentavel, um inoculante € um

dioxido de cloro estabilizado em um sistema de fermentacdo. O diéxido de
cloro estabilizado é adicionado preventivamente ao sistema de fermentacao em
concentragbes no sisfema de fermentagao de acido acético nao superiores a
0,30% (peso/ volume) e de acido lactico nao superiores a 0,60% (peso/
volume). O diéxido de cloro estabilizado & adicionado em uma quantidade

efetiva para prevenir substancialmente o crescimento de bactéria.
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