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Relatério Descritivo da Patente de Invencio
para “COMBINACAO DE PROCESSOS DE
FERMENTACAO CONTINUA/INTERMITENTE”.

Campo da Invencio

A presente invengdo se refere a producdo de
produtos de dlcool potavel, especialmente cerveja, e, em
particular, usando um processo hibrido compreendido de estagios
de processamento de fermentacdo continuo e de dosagem.

Antecedentes da Invencio

O numero extensivo de publicagdes recentes
nesta area ilustra o grande interesse na industria de fabrico de
bebida fermentada em imobilizacio. Em vérias revistas (Enari,
1995; Masschelein, 1997; Mensour e outros., 1997; Stewart,
1996, Virkajarvi & Linko, 1999) no estado geral da industria de
fabrico de bebida fermentada, o papel revolucionario possivel de
imobilizagdo na produgdo de cerveja tem sido destacado. Em
adicdo aos grupos mencionados nas se¢des 3.1 a 3.5, muitas
outras instituicdes tém sido envolvidas na célula R & D
imobilizada para aplica¢des de fabrico de bebida fermentada. A
Miller Brewing Company (Duncombe e outros., 1996: Tata e
outros., 1999) dos Estados = Unidos, pesquisaram algumas
avaliagOes preliminares em uma unidade de teste Meura Delta,
bem como no bioreator de leito fluidizado distribuido por Schott
Engineerings. Coors Brewing também realizou experimentos

preliminares com o sistema Meura Delta.
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A Slovak Technical University, em colaboracio
com Heineken, investigaram o uso de gel de pectato de célcio em
um sistema de elevagdo de ar para a produgdo de cerveja
(Domeny, 1996). Mais recentemente, o grupo da Slovak
Technical University publicou vérios artigos em suas pesquisas
em desenvolvimento (Smogrovicova e outros., 1997;
Smogrovicova & Domeny, 1999). Guinness inicialmente

investigou 0 wuso de vérios veiculos de adsor¢do para

- imoilizagdo, e subsegiiente fermentag¢do em um bioreator de leito

fluidizado (Donnelly, 1998). Em 1999, Donnelly e colegas
publicaram um artigo descrevendo a cinética de metabolismo de
agucar dentro de seu bioreator de leito fluidizado (Donnely e
outros., 1999). Sua composi¢do experimental envolvia o uso de
gotas de vidro poroso Siran como o veiculo de imobilizag¢do para
uma levedura de fermentacdo superior. Guinness tem se tornado
parte do Consorcio Immocon que foi descrito na se¢do 2.2.5.
Holsten Brauerei AG e Lurgi AG, ambas da
Alemanha, tém desenvolvido juntamente e operado uma planta
piloto para a producdo continua de cerveja livre de alcool
(Dziondziak, 1995). Gotas de alginato de calcio dentro de um
fermentador de leito fluidizado de volteamento de estagio tnico
(130 L), foram usadas para fermentagdo, enquanto uma coluna de
fundo de peneira (7 fundos de peneira) foi usada para dealcoolizar
a cerveja. O tempo de producdo total para este processo foi 8,5

horas.
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Uma equipe do Sapporo Breweries Ltd,
Brewing Research Laboratories, localizados no Japido, estudou o
uso de células imobilizadas em um reator de leito fluidizado para
a fermentagdo principal de cerveja. Seus estudos envolveram o
uso de gotas de gel de alcool polivinil (Shindo & Kamimur,
1990), gotas de gel de Ca-alginato (Shindo e outros., 1994a),
fibras de gel de camada dupla (Shindo e outros., 1994b), e gotas
de gel de Chitosan (Shindo e outros., 1994c) como matrizes de
imobilizagdo. No ultimo estudo, um bioreator de volume de
operagdo de um litro contendo 25% por volume de gotas de
Chitopeari® tipo II (gotas de chitosan), foi operado em uma base
continua com mosto tratado com glucomilase. Este tratamento de
enzima permitiu a formagdo de acetato de éster no sistema de
c€lula imobilizada para ser similar aquele de fermentacdo de
dosagem convencional, desse modo uma etapa mais proxima a
equiparagdo do produto.

O grupo de pesquisa de Sapporo tem focalizado
agora sua aten¢do ao desenvolvimento de um fermentador de gota
fluidizado de gota de chitosan operando em modo de dosagem
repetida. O sistema foi operavel por 75 dias sem quaisquer
problemas maiores, e a cerveja resultante era similar em
qualidade a um produto comercial. Uma linhagem nio-floculante
fol mostrada para ser muito mais efetiva do que uma linhagem
flocosa (Maeba e outros., 2000; Umemoto e outros., 1998).

Duas outras aproximagdes para reducdo de

diacetil foram apresentadas no Congresso EBC mantido em
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Maastricht em 1997. Pesquisadores na Frang¢a (Dulieu e outros.,
1997)  propuseram o uso “-acetolactato decarboxilato
encapsulado para converter rapidamente  -acetolactato em
acetoin. Meura Delta tem destacado resultados preliminares no
uso de um zedlito de aluminosilicato como um catalisador para a
conversdo fria e direta de acetolactato em acetoin (Andries e
outros., 1977). Se tal tratamento se comprovou ser efetivo e
aceitavel ao consumo, alternativas de custo inferior aos sistemas
de maturacdo propostos por Cultor ¢ Alfa Laval podem se tornar
uma realidade.

Outra pesquisa ndo-industrial no campo de
imobilizagdo para producdo de cerveja, inclui aquela do
Singapore Institute of Standards e Industrial Research, onde o uso
de um tipo em cadeia de particula de gel de alginato para uso em
um reator de leito acondicionado foi estudado e encontrado ser
mais favoravel do que gotas de alginato (Que, 1993). Mafra e
colegas da Universidade de Minho em Portugal tém discutido o
uso de uma linhagem de levedura de super-floculante para a
maturagdo continua de cerveja (Mafra e outros., 1997). Este
mesmo grupo de pesquisa também publicou trabalho no uso de
sua levedura flocosa dentro de um bioreator de elevagido de ar
para a produgfo de etanol (Vicente e outros., 1999; Domingues e
outros., 2000).

Pesquisadores em varias instituicdes académicas
tém também investigado o uso de imobiliza¢do para a produgio

de cerveja (Argiriou e outros., 1996; Bardi e outros., 1996;



10

15

20

25

Cashin, 1996; Moll & Duteurtre, 1996, Nedovic e outros., 1996a;
Nedovic e outros., 1996b; Norton e outros., 1995; Scott e outros.,
1995; Wackerbauer e outros., 1996a; Wackerbauer e outros.,
1996b). Grupos de pesquisa da China (Chao e outros., 1990;
Yuan, 1987; Zhang e outros., 1988), Russia (Kolpachki e outros.,
1980; Sinitsyn e outros., 1986) e Tchecoslovaquia (Chladek e
outros., 1989; Curin e outros., 1987; Polednikova e outros., 1981),
foram também envolvidos na tecnologia de célula imobilizada e
resultados publicados nos anos de 1980.

Numerosas referéncias foram consideradas
durante o trabalho antecedente aos estudos aos quais a presente
invencdo € baseada. Estas incluem:
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Anon. 1994.  Maturex® L. Novo Nordisk
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seu local correto. Brewing Technigues 50.



10

15

20

25

Aschengreen, N.H., Jepsen, S. 1992. Uso de
acetolactato decarboxilase em fermentagdes de fabrico de bebida
fermentada. Proceedings of the 22" Convention of the Institute of
Brewing (Australia and New Zealand Section), Melbourne 80.

Atkinson, B. 1986. Células imobilizadas, sua
aplicagdo e potencial. Em: Aspectos da engenharia de processo
de sistemas de células imobilizadas. Ed. Webb, C., Black, G.M,
Atkinson, B. Manchester: Insfituto de Engenharia Quimica 3.

Audet, P., Paquin, C., Lacroix, C. 1988.
Crescimento imobilizado de bactéria de acido lactico com kappa-
carrageenan — locust bean gel. Applied Microbiology and
Biotechnology 29: 11.

Austin, G.D., Watson, RW.J., Nordstrom, P.A.,
D'Amore, T. 1994. Um monitor de biomassa de capacitancia e sua
correlagdo com biomassa vidvel. MBAA Technical Quarterly 31:
85.

Axcell, B.C., O'Connor-Cox, E.S.C. 1996. O
conceito de vitalidade de levedura — uma aproximaco alternativa.
Proceedings of Convention of the Institute of Brewing (Asia
Pacific Sect.). Singapore 24:64.

Axelsson, A., Sisak, C., Westrin, B.A., Szajani,
B. 1994. Caracteristicas de difusio de um gel de intumescéncia e
suas conseqiiéncias para a performance do bioreator. The
Chemical Engineering Journal 55: B35.
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Resumo da Invencio

A presente invengdo se refere a um processo
para a produgdo de dlcoois potaveis, que compreende um estagio
de fermentagdo continua que é empregado para prover e/ou pelo
menos fermentar inicialmente um mosto contendo agucares
fermentavelis.

Em particular, ¢ provido um processo preferido
em que a fermentagdo continua € efetuada usando-se um bioreator
do tipo de elevagdo de gés, empregando uma linhagem de
levedura flocosa (e especialmente uma levedura altamente flocosa
ou super-floculante), e empregando controle de oxigénio estrito.

Em uma forma particularmente preferida da
presente invengdo, a descarga “pelo menos parcialmente

fermentada” a partir do processo continuo, ¢ distribuida para um
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estagio de processamento de dosagem para acabamento, (que no
contexto das reivindicagdes da presente invengdo pode incluir —
mas nao esta limitado a — completagio do processo de
fermentacdo através do qual o fermentdvel se carbohidrata para
alcool).

A presente invenc¢do se refere a producido de
cervejas, (incluindo, em particular, estilos claros de cerveja,
lagers, e, especialmente, cerVejas estilo norte americana). Neste
conjunto ver, por exemplo, os Essenciais de Estilo de Cerveja - F.
Eckhardt.

O processo de acordo com a reivindicagdo 1, no
qual o estagio continuo é efetuado em um bioreator de elevagio
de gas.

De acordo com um estagio continuo util nas
varias praticas sob a presente invengio, ¢ preferido que células
imobilizadas sejam utilizadas, (conforme oposto as células
puramente livres), e isto pode ser efetuado usando-se um
selecionado um de veiculo imobilizado ou leveduras de
floculagdo. Ndo obstante o precedente, ¢ preferido que leveduras
floculantes sejam usadas ao invés de células imobilizadas
veiculos, e leveduras de super-floculagio sdo especialmente
preferidas para esta proposta.

Mais  detalhes concernentes as  praticas
preferidas e vantagens associadas com o processo continuo sio
providas através do curso da descricio detalhada da presente

invengdo. Estas incluem o uso de misturas de gas artificial (por
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exemplo., controladas), e 0 uso de nitrogénio, didéxido de carbono
e oxigénio, bem como ar.

Em adigdo, detalhes maiores concernentes ao
estagio de processamento de retencdo de dosagem sdo providos
aqui. Nota-se que em certas concretizagdes da presente invencio,
o foco do processo de retengdo de dosagem vai além das
publicacdes de “completa¢do” da conversio de fermentaveis que
se carbohidrata em 4lcool (que em qualquer caso pode ser
virtualmente completado no estagio continuo do processamento).
Em tais concretizagdes, o foco principal do estagio de
processamento de retengdo de dosagem é uma equiparacio de
aroma (ou remediagdo), particularmente em conjunto com diacetil
¢ acetaldeido.

ConcretizagOes preferidas da presente invencio
proporcionam a distribui¢do de estigio pos-continuo do mosto
provido e/ou pelo menos parcialmente fermentado através de uma
tubulagdo de distribui¢do (sempre como uma tubulagdo fixa ou
por conexao ou desconexdo seletiva do conduto) entre uma
pluralidade de tanques de retengdo de dosagem. Em um processo
de distribui¢do em série, um tanque é preenchido, seguido pelo
proximo, e, assim por diante. Em uma concretizacdo
particularmente preferida, a capacidade total do reator continuo e
a capacidade de retengdo de dosagem sdo equiparadas em termos
de tamanho e nimero de reatores/vasos de retencdo de dosagem —
tal que a taxa de fluxo da produgdo seja equiparada em termos de

capacidade sobre o tempo. Idealmente, um vaso de retencio de
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dosagem € drenado de produto acabado imediatamente no tempo
de ser limpo, re-conectado e, em seguida, re-enchido a partir da
descarga entrante a partir do estagio de fermenta¢do continua.

De acordo com outro aspecto da presente
invengdo, certas concretizacdes sio particularmente verificadas
em relagdo ao teor de oxigénio do mosto/cerveja. Isto se aplica
ambos aos estdgios de retencdo continua e de dosagem do
processo. Com relagdo ao estigio continuo, a concentracdo de
oxigénio tem uma variedade de efeitos, mas notavelmente, pode
ser desejado minimiza-lo de modo a otimizar a conversao de
alcools mais altos em ésteres de aroma ativo. Neste conjunto, €
notado que a concentragdo de 4lcoois mais altos pode permanecer
grandemente ndo-afetada pelo estagio de processamento de
retencdo de dosagem de modo que se desejado controle de O,
estrito € usado para verificar balango de aroma de éster fusel. A
pre-purga de mosto com CO, antes da fermentagdo continua pode
ser til neste conjunto.

Em uma concretizagdo da presente invengdo, a
proposta primaria do estdgio continuo do processamento €
proporcionar provisdo da fermentacdo de dosagem a jusante que
€ntao ocorre no processo de retengdo de dosagem.

Para maior certeza, os teores dos documentos de
prioridade sdo aqui incorporados em seu todo e forma como
muito de uma parte do presente relatério, como se eles fossem
totalmente reproduzidos aqui.

Descricdo Detalhada
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A seguinte ¢ uma descricdo detalhada em duas
partes dos aspectos da presente invencio.

A descricdo contém e/ou se refere 3 graficos,
formula, figuras e similares, cada um do qual sendo referido pelo
termo “Figura”, seguido por um nGmero de identificacdo
especifico, e de desenhos acompanhantes, cada um dos quais
sendo descritos e/ou referidos pelo termo “FIGURA”, seguido por
um numero de identificacio eSpeciﬁco. Nestes desenhos, os itens
ilus-rados podem ou nio estar na escala exata.

Nos desenhos acompanhantes:

A FIGURA 1 ¢ um fluxograma de processo para
o Sistema de Fermentacdo Continua em Escala Piloto, as pecas
individuais do equipamento mostrado sendo resumidas na Tabela
5.1 aqui.

A FIGURA 2 ¢ um diagrama esquematico do
bioreator de tubo tiragem de ar de de elevacdo de gis em escala
piloto de 50L (GLDT).

A FIGURA 3 ¢ uma vista em corte transversal
do reator da FIGURA 2 incluindo a localizagdo do tubo interno,
bem como o separador interno.

A FIGURA 4 ¢ um desenho detalhado da placa
superior do bioreator da FIGURA 2.

A FIGURA 5 ¢ um desenho detalhado do Corpo
do bioreator da FIGURA 2.

A FIGURA 6 € um desenho detalhado do fundo
conico do bioreator da FIGURA 2.
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A FIGURA 7 ¢ um desenho detalhado do
pulverizador de tubo de g4s do bioreator da FIGURA 2. Um total
de 160 furos (0,16 cm de didmetro) foram perfurados no
pulverizador de tubo de 1,27 cm de didmetro com um
espacamento longitudinal de 0,8 ¢cm de centro 3 centro, € um
espacamento latitudinal de 0,6 cm.

A FIGURA 8 ¢ um diagrama da producdo de
gota continua usando misturadores Pedido de Patente Labatt N°
2.133.789).

A FIGURA 9 € uma foto de gotas de vidro
Siran® supridas por Schott Engineering.

A FIGURA 10 € uma foto de gotas de tearra
diatomacea Celite® supridas por World Minerals.

A FIGURA 11 ¢ uma foto de gotas de gel
carrageenan produzidas nos laboratérios de [abatt Brewing
Company Limited (“Labatt™).

A FIGURA 12 € uma série de fotos
representando leveduras ndo-flocosas; levedura de
formacéao de cadeia e levedura flocosa
respectivamente. Estas imagens foram tomadas usando-se uma
camera de focalizagio microscopica em uma ampliacdo de 100
vezes.

A FIGURA 13 € uma foto microscopica da
linhagem de levedura flocosa média LCC3021 em uma apmliagdo

de 100 vezes.
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A FIGURA 14 ¢ uma foto microscopica da
linhagem de levedura super-flocosa LCC290 em uma ampliacdo
de 100 vezes.

A FIGURA 15 ¢ um diagrama esquematico do
processo de mistura estdtica para a produ¢do de gotas de gel
kappa-carrageenan. No misturador estatico, o fluido se move
através do misturador (preferivelmente do que o misturador
atraveés do fluido), permitindo a mistura dos fluidos a medida que
eles sdo bombeados através da linha de tubo.

A FIGURA 16 ¢ outro esquema de um sistema
de bioreator de tubo de tiragem de ar de elevagdo de gas para
fermentagdo primaria da cerveja.

A FIGURA 17 ¢ uma fotografia do
vaso de bioreator de tubo de elevagdo de gas da FIGURA
15.

A FIGURA 18 é um desenho detalhado de um
vaso de reator de tubo de elevacdo de gas de 13L (isto &., volume
de operagdo de 8L) da FIGURA 16.

A FIGURA 19 ¢ um desenho detalhado de uma
placa superior do vaso do bioreator onde: 1- orificio de retirada de
liquido para sensor de oxigénio; 2-fonte térmica para sensor de
temperatura, ligada ao controlador termostatico; 3-sonda de
temperatura; 4-orificio de retorno de liquido para sensor de
oxigénio, S-orificio de inoculagfo; 6-amostra de membrana com

capa de ago inoxidavel.
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A FIGURA 20 ¢ um perfil de orificio de retirada
de liquido para sensor de oxigénio com unidade de carga
submersa na fase liquida do bioreator.

A FIGURA 21 ¢ um equipamento detalhado e
diagrama frontal para fermentacdo de cerveja primaria continua
usando um sistema de bioreator de elevagdo de gas (ver Tabela
5.1 para descri¢do detalhada do equipamento).

A FIGURA 22 € um esquema do mecanismo de
gelificagdo de carrageenan (adaptada de Rees, 1972).

A FIGURA 23 ¢ um esquema da utilizagdo de
constituintes de mosto por levedura imobilizada durante
fermentagdo primaria.

A FIGURA 24 ¢ uma foto da gota de gel de
kappa-carrageenan contendo levedura de lager imobilizada em
fermentagdo de tempo zero.

A FIGURA 25 € uma foto de um conjunto de
levedura de lager preso na gota de gel de kappa-carrageenan apés
dois dias de fermenta¢do de dosagem mostrando sinais de origem
em c€lulas de levedura individuais.

A FIGURA 26 ¢ uma foto de uma borda externa
de uma gota de gel de kappa-carrageenan mostrando células de
levedura de lager ap6s dois meses de fermentacdo continua.

A FIGURA 27 ¢ uma foto de células de
levedura de lager em uma regifio externa de uma gota de gel de

kappa-carrageenan apos dois meses de fermentagdo continua.
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A FIGURA 28 ¢ uma foto de células de
levedura de lager no centro de uma gota de gel de kappa-
carrageenan apos dois meses de fermentacio continua.

A FIGURA 29 ¢ uma foto de uma gota de gel de
kappa-carrageenan total apés seis meses de fermentacédo continua;
muitas gotas fraturadas tém centros vazados.

Descrig¢do Detalhada — Parte 1:

LINHAGEM DE LEVEDURA E PREPARA CAO
DC MATERIAL USADO NA INOCULACAO

A fermentagdo conduzida nesta tese emprega
uma levedura polipldide da familia Saccharomyces cerevisiae
(também  referida como  Saccharomyces wvarum elou
Saccharomyces carisbergensis). A comunidade de fabrico de
bebida fermentada se referird comumente a estas leveduras como
fermentacdo de fundo que produz uma cerveja tipo lager.Esta
caracterizagdo ¢ atribuida a capacidade da levedura de lager
assentar fora do meio liquido apés completacio da fermentacio.
As leveduras de ale, diferente das leveduras de lager, se elevario
para o topo do vaso de fermentagdo e eram, portanto, conhecidas
como uma linhagem de fermentagdo de topo. A capacidade das
leveduras se assentarem ou se elevarem nio & necessariamente
dependente se a levedura € de um tipo lager ou de um tipo ale,
mas € especifico da linhagem. A levedura de lager tipicamente
ndo fermenta a temperaturas acima de 34°C, enquanto que a

levedura de ale ndo fermenta melibiose. Os cientistas usario estas
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caracteristicas para diferenciar linhagens lager das leveduras de
ale (McCabe, 1999).

A linhagem de levedura flocosa de meio
Saccharomyces cerevisiae, linhagem 3021 de Labatt Culture
Collection, foi usada am ambas fermentagdes auto-agregadas de
cclula livre e fermentacdes imobilizadas de O-carrageenan. Para
0s ensaios envolvendo o uso de levedura super-flocosa como o
imobilizante, uma variante da linhagem LCC3021, denominada
LCC290, foi usada.

Culturas de levedura puras foram
criogenicamente armazenadas em um freezer de —80°C localizado
dentro do Departamento de Desenvolvimento de Tecnologia
Labatt. Quando requerido, lagos estéreis de cultura de levedura
foram aerobicamente pré-desenvolvidos a 21°C em placas PYG
Agar (3,5 g de peptona, 3,0 g de extrato de levedura, 2,0 de
KH>PO,, 1,0 g de MgSO,.7H,0, 1,0 de (NH,)SO,, 20,0 de
glucose, e, 20,0 de Agar dissolvido em agua destilada até um
volume de um litro).

Colonias de levedura isolada foram, em seguida,
transferidas em tubos testes contendo 10 ml de mosto
pasteurizado e encubado com agitacdo a 21°C por um periodo de
24 horas. Este in6culum foi progressivamente provido até um
volume de 5 L pela adigdo da cultura prévia no volume de mosto
apropriado (10 mL em 190 mL, 200 mL em 800 mL e 1 L em
4L). O in6culum de levedura foi, em seguida, transferido em

jarros de centrifugacdo e submetido a centrifugagc@o a 10000 rpm
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e 4°C por 10 minutos. A massa desejada de levedura para todas as
fermenta¢Ges subseqiientes foi retirada a partir das peletes de
levedura molhadas resultantes (30% w/v).

MEIO DE FERMENTACAO

Mosto lager de grau industrial produzido pela
cervejaria Labatt London foi usado como o meio nutriente para
todas as fermentagdes. Referéncia ¢ feita através de toda esta tese
a gravidade especifica do mosto espressa como graus Plato (°P).
A Formula 4.1 descreve o relacionamento entre gravidade
especifica e °P.

"P=135.997¢5G ~630.2726 SG* +1111.14 0 SG - 616,868

(4.1)

O mosto usado através de toda esta tese foi 17.5
°P, que corresponde a uma gravidade especifica de 1.072.

A Tabela 4.1 proporciona o perfil tipico de
carbohidrato deste mosto conforme medido pelo método de
cromatografia de liquido de alta performance (HPLC) descrito na
secdo 4.7.2. Aproximadamente 73% dos carbohidratos neste
mosto sdo fermentaveis, enquanto a levedura de fabrico de bebida
fermentada neste estudo ndo pode prontamente levar 27% dos
carbohidratos de cadeia mais longa.

Tabela 4.1 Composicdo tipica do carbohidrato
do mosto utilizado nos ensaios de fermentagdo. O mosto foi
produzido pela cervejaria Labatt London, e tem uma gravidade

especifica medida como 17.5 °P.
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Meédia Coeficiente |Fermentavel |Nao- ﬁ;
(g/L) de variagdo |(%) fermentgvel
(Vo) (“0)
Frutose 3,3 18,0 1,9 N
Glucose 16,5 4.3 9,3
Maltose 87,7 10,1 47,8
Maltotriose 25,2 10,8 14,2
Maltotetrose 6.4 | 18,3 3,6
Polisacarideos| 41,1 9,1 2372
Total 177,2 73,2 26,8

O coeficiente de variagdo para o mosto das
substincias analisadas varia entre 10% e 20%. Esta variabilidade
¢ devido, em grande parte, ao processo de produgdo industrial
utilizado, bem como a variabilidade nas matérias primas de uma
bebida fermentada para outra.

TIPOS DE IMOBILIZACAO

Trés tipos de imobilizagdo — captacio, adsorcdo
¢ auto-agregacdo — foram testados durante esta pesquisa de Ph.D.
Para veiculos de fonte industrial, dados supridores sdo
apresentados primeiro ¢, em seguida, suplementados por andlise
dentro de laboratério. Distribuicdes de fotos e tamanhos dos
veiculos investigados (quando disponiveis) sdo apresentadas aqui.

Dois tipos de matrizes de adsorcdo foram
testadas no bioreactor de tubo de elevagdo de gas de escala piloto.

Fotos de ambos estes veiculos sdo apresentadas aqui. A Schott
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Engineering proporcionou um veiculo de gota de vidro
sinterizado, Siran®. As particulas selecionadas eram de 1-2 mm de
didmetro, e tinham poros abertos para imobilizagdo de levedura
com 55-60 % de volume de poro e distribui¢do de tamanho de
poro entre 60 e 300 micrometro, um tamanho apropriado para
células de levedura. Este tipo de veiculo ¢ reportado para ser
bioldgica e quimicamente estavel, facil de limpar, re-utilizavel,
esterelizavel com vapor, néo;compacto € neutro no gosto, e &,
por.anto, aprovado para alimentacio.

World Minerals da California supre um veiculo
esférico composto de terra diatomécea. Este veiculo proporciona
as vantagens de estabilidade térmica e quimica, resisténcia
mecanica e rigidez. Diatomita, a metaria prima basica, ¢
comumente usada na induastria de fabrico de bebida fermentada
para filtragdo de cerveja. O veiculo Celite® R-632 foi
especificamente designado para imobilizagio total da célula.

As especificagdes do supridor eram conforme se

segue:
Faixa de tamanho: 0.595 mm to
1.41 mm (14/30 malha cortada)
Diametro de poro médio: 7.0 micrometros
Volume total do poro: 1.19 cm3/g

Densidade de gota compactada: 0.334 kg/m’
Gotas de gel Kappa-carrageenan, um veiculo
baseado em captagdo, foram produzidas nos laboratérios da

Labatt Brewing Company Ltd. O processo de producgdo ¢ descrito
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na Se¢do 5.2, e os resultados deste processo de producdo sdo
apresentados na Sec¢do 6.2.1.

O modo mais simples de imobilizag¢do, auto-
agregacdo, fol possivel pela selecio de linhagens de levedura
capazes de flocula¢do. A levedura larger industrial LCC302]
possui a capacidade natural de floculacdo, e ¢ considerada como
uma linhagem flocosa média. A medida que a fermentagio
progride, pequenos cepos de levedura, medindo de 0.5 mm al.0
mm, se formardo no meio liquido. A levedura LCC290, uma
variante da levedura lager LCC3021, formara mais flocos lager
(de 1.0 mm a 5.0 mm, dependendo do grau de agitagdo), e é,
portanto, classificada como uma levedura super-flocosa. Imagens
dos varios tipos de flocos sio apresentadas aqui.

PROTOCOLO DE AMOSTRAGEM

A medida que a fermentacio progride, foi
necessario retirar-se amostras do liquido de fermentacio em
numerosos intervalos de tempo. Para realizar esta tarefa, valvulas
de amostragem estéreis foram adquiridas de Scandi-brew®. Estas
valvulas sdo construidas de aco inoxidével, e sdo equipadas com
uma camara (delimitada por um orificio de topo e de fundo) na
qual etanol pode ser armazenado para manter um ambiente
asseptico. Antes de tomar-se uma amostra, o etanol € liberado a
partir da camara pela remocio da capa de retengdo a partir do
cano de fundo. Etanol fresco (75% por volume) é deslocado
atraves da camara, e a tampa ¢, em seguida, colocada no orificio

de topo da valvula. A alavanca da valvula é entio impulsionada, e
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aproximadamente 50 mL de amostra de liquido ¢ coletada em um
recipiente esterilizado. Uma segunda amostra é coletada para as
fermentagdes envolvendo levedura super-tflocosa, de modo que
desfloculagdo correta pode ser realizada antes da enumeragio da
célula. Uma vez que a amostragem ¢ completa, a cidmara da
valvula € inundada com 4gua quente, e 4cido peracético e, em
seguida, finalmente, com etanol. A tampa de retengdo € colocada
no cano de fundo, e a camara & enchida com etanol na preparacio
para a proxima amostragem.

MONITORAMENTO MICROBIOLOGICO

Enumera¢do de Célula de Levedura Livre e
Viabilidade pelo Método de Azul de Metileno

Amostras de liquido contendo células de
levedura livremente suspensas sdo primeiro coletadas do meio de
fermentagdo pelo procedimento de amostragem acima. Um
Hemacitometro de Hauser Scientific Company com um volume
de 10 mL ¢ usado em conjunto com um microscépio leve para
realizar as contagens de células. As amostras de liquido devem ser
diluidas com agua destilada de modo a alcancar uma contagem de
levedura total de 150 a 200 células no campo de contagem.
Heggart e outros (1999) descrevem todos os fatores que afetam as
caracteristicas de viabilidade e vitalidade da levedura.

De modo a assessar o grau de viabilidade dentro
da amostra, a técnica de desvanecimento de azul de metileno
descrita por American Society of Brewing Chemists foi usada

(Technical Committee and Editorial Committee of the ASBC,
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1992). Células vivas podem tornar o azul de metileno incolor pela
oxidagdo do mesmo. Células mortas, por outro lado, se tornarao
azuis. Os reagentes que se seguem foram usados na preparacdo de
aziul de metileno para assesso de viabilidade:

Solug¢do A: 0.1 g of azul de metileno em 500
mL de dgua destilada

Solugdo B: 13.6 g de KH,PO, em 500 mL de
agua destilada

Solugdo C: 2.4 g de Na,HPO,#12H-O em 100
mL de dgua destilada

O azul de metileno tamponado Fink-Kuhles foi,
em seguida, preparado pela mistura de 500 mL de solucido A com
498.75 mL de solugdio B e 1.25 mL de solugdo C para produzir
uma mistura final em um pH de 4.6.

Uma mistura de suspensdo de célula diluida e
azul de metileno foi preparada em um tubo de teste e, em seguida,
totalmente misturada. Apds permitir-se que esta mistura
assentasse por varios minutos (assegura contato entre células e o
corante), uma gota de liquido foi colocada entre o vidro de
contagem do hemacitometro e o cursor da tampa (volume
definido). A percentagem de células viaveis foi determinada pela
contagem de ambas a viabilidade e células mortas dentro do
campo de contagem em, em seguida, divindo-se o numero de
calulas viaveis pelo nimero total de células.

4.5.2 Contagens de Auto-Agregacio de Célula

de Levedura Imobilizada
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Quando se usam células de levedura com uma
tend€ncia a formar flocos, torna-se dificil assessar precisamente o
numero de células presentes em uma amostra de liquido porque as
células tenderdo a assentar no jarro de amostra. De modo a obter-
S¢ uma amostra representativa, um agente de desflocula¢io foi
usado. Nestes experimentos, uma solugdo de 4cido sulfurico de
0.5% por volume foi empregada para desestabilizar as células de
levedura floculadas, perrﬁitindo, conseqiientemente, uma
coiagem de célula de levedura representativa. O mesmo
procedimento de enumera¢do e viabilidade esbog¢ado na secdo
4.5.1 foi usado com o 4cido sulfirico substituindo a agua
destilada como o agente diluente.

Contagens de Célula de Levedura Imobilizada-
Gotas de Gel

Antes das contagens de levedura serem
realizadas nas células presas com gel, € necessario romper-se a
matriz de gel usando um aparelho Polytron® (Brinkmann
Instruments). Uma amostra de gotas foi primeiro passada através
de uma peneira estéril (500 micrémetros de tamanho de malha) e,
em seguida, inundada com 4gua estéril. Um mililitro de gotas de
célula presa com gel e 19 mL de 4gua destilada foram adicionados
em um recipiente de amostra de 50 mL. O Polytron® foi, em
seguida, usado para romper fisicamente o gel e, desse modo,
liberar a levedura em solugdo. Os métodos de enumeragio e
viabilidade descritos na se¢do S5.5.1. foram, em seguida,

realizados na amostra rompida de gel.
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Monitoramento de Contaminago

Todas as fermentacdes realizadas através de
toda esta tese foram regularmente monitoradas para
contaminago. O programa de monitoramento consistia de pelo
menos uma verificagdo por semana do liquido nos fermentadores
continuos de 50-L, e do mosto nos vasos de armazenamento. As
amostras de liquido foram retiradas assepticamente e, em seguida,
espalhadas em placas de cultura compostas de Universal Beer
Agar (UBA, Difco Laboratories) e 10 mg/L. de cicloheximidina.
Estas amostras testes foram, em seguida, incubadas a 28 °C por
at¢ 10 dias em ambas condicdes aerdbicas e anaerobicas.
Colocam-se as placas selecionadas em jarros contendo um
acondicionamento AnaeroGen® (Oxoid), que remove qualquer
oxigénio remanescente no jarro, criado no ambiente de
crescimento anaerdbico desejado. O uso de uma tira indicadora
(vira rosa se oxigénio estd presente) nos permite verificar que o
ambiente estava, de fato, anaerdbico. Contaminantes bacteriais, se
presentes na amostra de liquido, entdo seriam detectados por este
método.

A deteccdo de levedura selvagem ou sem
fermentagdo requer um meio de crescimento separado que ndo
favoreceria crescimento bacterial e/ou de fermentagdo de bebida.
Quatro placas preparadas com meio de levedura (YM, Difco
Laboratories), suplementadas com 0.4 g/l CuSO,4, foram
utilizadas para permitir seletivamente o crescimento de

qualquer levedura selvagem potencial (incubagdo a 25
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°C por 7 dias). Incuba-se a amostra de liquido
colocada na placa em PYN agar  (Peptone Yeast-
Extract Nutrient, Difco Laboratories) por 7 dias a 37 °C,
permitida para a detecgdo de levedura de fabrico de bebida
fermentada ndo-lager. O crescimento de levedura Lager ¢ inibido
em temperaturas acima de 34 °C; desse modo, qualquer
crescimento nestas placas indicaria uma contaminacdo de
levedura ale.

METODOS ANALITICOS

Calibragdes apropriadas foram realizadas em
todo o equipamento relevante conforme prescritas pelos
procedimentos de operagdo industrial padres.

Etanol

A concentragdo de etanol na cerveja e amostras
de fermentacdo foi analizada usando-se o método de
cromatografia de gas descrito pelo Comité Técnico e o Comité
Editorial da Sociedade Americana de Quimicas de Fabrico de
Bebida Fermentada (1992). Uma amostra desgaseificada de
liquido foi combinada com 5% v/v de isopropanol interno padrio,
seguido pela inje¢do de 02 OL desta mistura em um
Cromatdgrafo de Gas Perkin Elmer 8500. A lista seguinte
proporciona detalhe adicional com relagfio a composi¢do exata do
GC:

Detector de ionizagdo de chama (FID)

Auto-amostrador Dynatech
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Chromosorb 102, um acondicionamento de
suporte de malha 80-100

Gas transportador de hélio que flui a 20 mL/min

Temperatura de injetor de 175 °C, temperatura
de detector de 250 °C & temperatura de coluna de 185 °C
isotermicamente.

Carbohidratos

As concentragSes de glucose, frutose, maltose,
maltotriose, maltotetrose, polisacarideos e glicerol foram medidas
usando-se um sistema de cromatografia de liquido de alta
performance (Spectra-Physics SP8100XR HPLC). Uma coluna de
troca de cation (Bio-Rad Aminex HPX-87K) com fosfato de
potassio dibasico como a fase movel foi usada para separar estes
carbohidratos a medida que eles eluiram através do sistema. A
quantidade dos compostos foi, em seguida, determinada usando-
se um detector de indice de refragdo para gerar os picos de
composto apropriados. A HPLC foi operada em uma pressio de
retorno de 800 psi, uma temperatura de coluna de 85 °C, e uma
temperatura de detector de 40 °C. As amostras foram
desgaseificadas e diluidas aos niveis apropriados. Uma injec¢do de
10 ZL foi, em seguida, introduzida no sistema a uma taxa de
fluxo de 0.6 mL/min.

A industria de fabrico de bebida fermentada
comumente usa outra medida para assessar o nivel de
carbohidrato total do liquido. A gravidade especifica do liquido

expressa em graus Plato foi medida usando-se um Densitometro
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Anton Paar DMA-58. As amostras filtradas e desgaseificadas
foram transferidas em um tubo U especial, que foi, em seguida,
submetido a uma oscilag¢do eletrénica. A fregii€ncia da oscilagdo
atraves do liquido foi, em seguida, medida e, em seguida,
correlacionada a uma gravidade especifica de liquido (g/100 g ou
°P). Deve ser notado que esta medi¢do € uma aproximacio da
concentra¢do de carbohidrato total da amostra (ou gravidade
especifica), visto que as calibrégﬁes sdo realizadas em solugdes de
suc.ose aquosas a 20 °C, cuja gravidade especifica é a mesma
conforme o mosto em questio.

DicetonasVicinais

Concentragdes  de  diacetyl  total (2,3-
butanodiona) e 2,3-pentanodiona total foram determinadas
usando-se um Cromatografo de Gés Perking Elmer 8310
equipado com um detector de captura de elétron. O metano 5%
em gas transportador de argdnio que flui a 1.0 mL/min foi usado
como o gas transportador, € a amostra foi passada através de uma
coluna J & W DB-Wax. A temperatura do injetor foi mantida a
105 °C, enquanto a temperatura do detector foi ajustada a 120 °C,
Um auto-amostrador de espago de cabeca Hewlett Packard 7694E
facilitou esta andlise. A quantificacio foi calculada pela avaliacao
da area de pico do componente de amostra selecionado €, em
seguida, cruzando-se por referéncia ao mesmo ao valor de
calibragdo de padréo interno de 2,3-hexanodiona.

De modo a assessar a concentracio “total”

destes compostos, foi primeiro necessario equilibrar estas
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amostras a 65 °C e, em seguida, manter entio por 30 minutos
nesta temperatura. Este manuseio da pré-andlise da amostra
permitiu a conversdo de o -acetolactato e -hydroxibutirato em
suas respectivas dicetonas, diacetil e 2,3-butanodiona.

Esteres e Alcoois Mais Altos

Alguns dos mais importantes dos compostos de
aroma detectados na cerveja foram medidos usando-se um
método de cromatografia de gis de espaco de cabega.
Acetaldeido, etil acetato, isobutanol, I-propanol, isoamil acetato,
isoamil 4lcool, etil hexanoato e etil octanoato foram quantificados
usando-se n-butanol como o padrdo interno. Um Cromatdgrafo de
Gas Hewlett Packard 5890 equipado com um detector de
ionizagdo de chama, um auto-amostrador de espaco de cabeca HP
7994, ¢ uma coluna de capilaridade J&W DB-Wax, foram
utilizados. A temperatura do injetor foi ajustada para 200 °C, e a
temperatura do detector foi 220 °C. O perfil da temperatura do
forno foi como se segue: 40 °C por 5 min, rampa de 40 °C para
200 °C em taxa de 10 °C/min, rampa de 200 °C a 220 °C em uma
taxa de 50 °C/min, e finalmente uma retencéo a 220 °C por 5 min.
Um gas de composicdo de hélio a 30 mI/min (28 psig), uma
corrente de hidrogénio a 50 mL/min (25 psig), e uma corrente de
ar a 300 mL/min (35 psig) suplementaram um fluxo de gas
transportador de hélio de 6.0 mL/min. O ciclo de GC total para
um circulo de amostra de 1 mL foi 40 minutos.

Outras Analises



10

Varias

84

outras medi¢des analiticas foram

realizadas em uma base necessaria no liquido de fermentacdo que

foi submetido a envelhecimento e acondicionamento. As analises

do produto acabado foram realizadas pelo deparmento de

Controle de Qualidade da Labatt para os padrdes de cerveja

acabada. Os métodos descritos pelo Comité Técnico € o Comité

Editorial da Sociedade Americana de Quimica de Fabrico de

Bebida Fermentada (1992) foram a base para estas medicgdes.

Uma lista das analises, bem como uma breve descricio da

relevancia destas medicoes, € provida na Tabela 4.2.

e Descricao

Tabela 4.2 Analise de Controle de Qualidade

pecificacio

Es- |

-xido de Carbono

-xido de Enxofre

metil Sulfeto

Ar

Di6

Dio

Di-

Descrigdo

Ar total transportado

' durante o processo de acondicionamento;

' especificagdo é menor do que 1 mL

Nivel de carbonacgio
introduzido no produto; reportado como %
com especificacdo de 2.75 %

Quantidade de dioxido
de enx6fre na cerveja medida por GC; alvo
de <10 mg/L

Quantidade de dimetil

sulfeto (cheiro de milho cozido) na cerveja
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margor

trato Aparente

trato Real

trato

Calculado

I medida por GC; alvo de <70 Zg/L
A
!

Quantidade de amargor
fcontribuida pelos lupulos para a cerveja;
%medigﬁo de alfa-acidos na cerveja; 1
Eunidade de amargor (BU) € equivalente a'
~1 mg/L de alfa-acido. |
Corf Cor da cerveja medida

f por espectrofotometria; absorvancia de |

éamostra em 430 nm para trajetéria de luz |

jde 0.5 polegada
pH , Medido usando-se§
| medidor de pH calibrado; pH = -log;o[H"]
Ex- Quantidade de massa
'solivel  disponivel no liquido sem
compensar o efeito do alcool na densidade
relativa do liquido; medida usando-se um
hidrémetro e reportada como °P; AE
Ex- Mesmo conforme extrato
aparente, exceto o alcool estd sendo
contado nesta medi¢do; RE

Ex- Baseado no experimento

Original | de Balling que 2.0665 g de extrato produz

1.0000 g de alcool; COE = 100 * [(2.0665
* (% peso/peso de alcool) + RE)/(100 +
1.0665 * (% peso/peso de alcool))]
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Ne- |

voeiro Quente

Ne-

voe ro Frio Inicial

Es-

puma

| !
! . ’ .

}f cerveja. quando ela € esfriada de
|

i

!
f

|

Nevoeiro presente na
cerveja a temperatura ambiente (21 °C)
sem romper o sedimento; avaliado usando-

se método nefelométrico baseado no

}difusor de luz e reportado como Unidade :
.de Turbidez de Formazin (FTU); espec é <
1200 FTU '

Nevoeiro formado na.

temperatura ambiente (21°C) para 0°C sem:
romper o sedimento; método de medigéog
conforme acima; espec é <100 FTU 1

Medigdo do potencial dei
espumamento da cerveja usando-se 0
instrumento NIBEM; a espuma ¢ gerada-!
€m uma matéria controlada e a ataxa de!
espuma rompida € registrada; espec é >170

segundos

PROTOCOLO DE ASSENTAMENTO DE
LEVEDURA — LCC290

Preparacdo de Amostra Teste de Levedura

Levedura  super-flocosa (LCC290)  foi

desenvolvida no mosto conforme descrito na se¢do 4.1. Este

in6culum foi, em seguida, centrifugado a 4 °C e 10000 rpm por 15

minutos de modo a obter-se um pelete de levedura para
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inoculagdo adicional. O mosto, conforme descrito na secdo 4.2,
foi pasteurizado a 100 °C por 60 minutes e, em seguida, um litro
foi assepticamente transferido em frascos de mistura de 6 X 2L.
Cada frasco de mistura foi inoculado com 4 g de levedura
centrifugada. Os frascos foram colocados em um batedor que
opera a 135 rpm (temperatura ambiente de 21 °C), e permitidos
fermentarem. Um frasco foi retirado nos seguintes intervalos de
tempo: 24 h, 40 h, 48 h, 64 h,-71 h, e 192 h. Em cada intervalo de
tempo, uma pequena amostra de liquido foi tomada para anélise
de carbohidrato e para medigdes de concentragio de levedura e
viabilidade (métodos atuais descritos no Capitulo 4). A mistura de
liquido/levedura remanescente foi submetida ao protocolo de
assentamento de levedura descrito na secdo 4.7.2.

Protocolo de Assentamento de Levedura

A taxa de assentamento para linhagens de
levedura super-flocosa LCC290 foi medida usando-se o método
seguinte. Cada amostra foi permitida fermentar até o intervalo
desejado conforme descrito na se¢do 4.7.1. No tempo prescrito, o
frasco de amostra apropriado foi retirado. As amostras foram
agitadas de modo a assegurar que todas as particulas fossem
suspensas. Os conteddos do frasco foram, em seguida,
imediatamente transferidos em um cilindro graduado de 1000 mL.
A medida que os flocos assentam, a distancia entre a superficie do
liquido e a interface floco-liquido foi medida em intervalos de
tempo de 30 segundos. A taxa de assentamento foi calculada pela

aplicagdo da seguinte equacéo:
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Taxa de assentamento = [(Delta H) / (delta t)] / [(Hy — Hy) / (t  to)]
T(5.1)

Usando-se 0 método de Kynch padrio (1952),
uma taxa de assentamento versus curva de concentracao de célula
foi gerada a partir das curvas de assentamento para cada intervalo
de fermentacio.

METODOS DE CIRCULACAO & TAXA DE
MISTURA |

De modo a medir o tempo de mistura e taxa de
circulagdo dentro do bioreator de tubo de elevagdo de gas de trés
fases, um sistema de injecdo de 4cido ligado a um sistema de
aquisi¢do de dados foi utilizado. Pela aplicagdo de um pulso de
um acido forte no bioreator, foi possivel calcular ambos taxa de
circulagdo e tempo de mistura pelo monitoramento da mudanca
no pH sobre o tempo, e, em seguida, relacionando-os as equagoes
apresentadas na segdo 3.2.2. O sistema de aquisicio de dados
consistia de:

uma sonda de pH Ingold (Cole-Parmer, cat. #P-
05990-90) acoplada a um Transmissor de pH Baseado em
Microprocessador Ingold (Model 2300)

um cartdo de Translacdo de Dados DT2805

um computador personal 386DX

€ um programa de aquisi¢cdo de dados Quick
Basic (escrito por C. Hudson e J. Beltrano em 1994 e modificado

por N. Mensour em 1998).
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Dez mililitros de acido hidroclérico 10 N foram
injetados na se¢do anular do bioreator de tubo de elevacdo de gas
(diagrama € provido na Figura 5.5) imediatamente sob a
localizagdo da sonda de pH. Esta distancia corresponde a uma
altura de 26 cm abaixo da placa superior. A sonda de pH foi
submetida a uma calibragdo de dois pontos com tampoes padrdes
certificados (tampdo verde Beckman pH 7.0 e tampdo vermelho
Beckman pH 4.0) antes de tddos 0s experimentos da mistura. A
corrente de 4-20 mA produzida pelo medidor de pH foi conectada
a uma borda de terminal de parafuso, onde a corrente foj
transformada em uma voltagem, que foi, em seguida, medida pelo
cartdo de aquisi¢do de dados localizado dentro do computador. O
programa de aquisi¢do de dados foi iniciado simultaneamente 3
inje¢do de 4acido. O comprimento de colegdo de dados foi de S
minutos em uma freqiiéncia de amostragem de 50 Hz. O tamanho
da série no programa foi ajustado em 3750 (total de 15000 pontos
coletados) com um ganho de 1 ajuste para o cartio de aquisicio
de dados.

O dado coletado foi transferido a partir do
laboratorio para um computador mais potente (microprocessador
Pentium II) para analise adicional. A Curva da Tabela 2D (Jandel
Scientific ~ Software, Labtronics, Canada), foi utilizada
extensivamente para analise de dados devido a sua capacidade de
proporcionar ajustes de dados grandes, bem como suas fungdes de
manuseio de dados em muitas composicées (afinamento de dados,

ajuste de curvar, etc.). O algoritimo de Savitzky-Golay, um
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método de afinamento de dominio de tempo baseado no ajuste
polinomial quértico menos quadrados através de uma janela de
movimento, foi aplicado aos dados originais para eliminar o
ruido. Os dados afinados foram, em seguida, ajustados para
refletirem uma mudanga no pH preferivelmente do que a medigio
de pH atual. Uma fungdo sinusoidal de queda foi ajustada para os
dados ajustados. Os tempos de mistura e taxas de circulacio
foram, em seguida, calculados. a partir dos parametros de ajuste.

Estes  experimentos de mistura foram
conduzidos nas fermentacdes atuais dentro do bioreator de
elevagdo de gas de 50-L com um de trés veiculos de imobilizacio
presentes (ou levedura super-flocosa LCC290, levedura flocosa
meédia LCC3021, ou gotas de gel de “-carrageenan). A fase
liquida era cerveja fermentada com uma gravidade especifica de
2.5 °P e a fase de gés foi compreendida de gas de pulverizacdo de
diéxido de carbono. A temperatura de fermentagio foi controlada
a 15 °C. As velocidades superficiais do gas de pulverizagdo foram
variadas entre 2.0 e 6.0 mm/s. Em uma dada taxa de fluxo, o
sistema foi permitido equilibrar por 10 minutos. O teste de injecio
de acido em seguida comegaria e seria repetido 3 vezes. A
proxima taxa de fluxo de gés seria selecionada, e a mistura dentro
do reator teria seu pH reajustado ao nivel de partida.

DESENHO DE UM SISTEMA DE
BIOREATOR DE TUBO DE ELEVACAO DE GAS DE
ESCALA PILOTO
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SISTEMA ~ DE  FERMENTACAO  DE
BIOREATOR DE TUBODE ELEVACAO DE GAS

Sistemas de leito fluidizado de tubo (DTFB)
tém mostrado seu valor para uso em sistemas de trés fases. Dois
bioreatores de tubo de elevagio de gas de escala piloto foram
desenhados, construiudos e instalados na Cervejaria Experimental
da Labatt Brewing Company Ltd. de modo a efetuar o trabalho
experimental para esta tese. Em adi¢do, varios vasos existentes
foram modificados para ambos armazenamento de mosto e coleta
de cerveja. O fluxograma na FIG. | representa o processo total
usado nos experimentos de fermentacio continua de escala piloto,
¢ a Tabela 5.1 lista uma descricdo mais detalhada do equipamento
representado na FIG. 1.

O mosto foi suprido a partir da planta de
London Brewing através de linhas de aco inoxidavel de 5.08 cm,
e transferido em tanques de armazenamento de mosto de volume
de operagdo de 1600 L (WT1 & WT2). Com um sistema de dois
tanques, foi possivel assegurar um suprimento continuo de meio
de nutriente para os fermentadores continuos de escala piloto (R1
& R2). Cada tanque de retengdo ¢ equipado com um sistema de
pulverizagdo de dioxido de carbono para oxigénio ¢ controle de
homegeneidade, e um sistema de jaqueta de arrefecimento de
glicol para controle de temperatura. Esta fonte central de meio de
nutriente foi provida para alimentar até 3 fermentadores
independentes através de um sistema superior de véalvula (V7, V8

& V9). Bombas peristélticas Masterflex (Pl & P2) foram



92

utilizadas para distribuir um fluxo prescrito de mosto para os
bioreatores de escala piloto (R1 & R2).
Tabela S5.1. Descricio de equipamento

individual representado na Figura 5.1

ltem Descrigdo

Ar suprimento de ar de 100 psig da

planta London

CO, suprimento de diéxido de
carbono de 100 psig da planta

London

Fl filtro estéril na admissio de

didxido de carbono

F2 filtro estéril na admissio de

didxido de carbono

F3 filtro estéril na descarga de

exaurirmento de WT1

F4 filtro estéril na descarga de

exaurirmento de WT?2

E5 filtro estéril na admissdo de gés

de aspergimento

F6 filtro estéril na admissdo de gas

de aspergimento

F7 filtro estéril na descarga de
WBTI
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GLR retorno de linha de glicol; 25
psig
GLS suprimento de linha de glicol;
45 psig
NVI valvula de agulha de didxido de
carbono
NV2 valvula de agulha de dioxido de
carbono
NV3 valvula de agulha em admissio
"de ar
NV4 valvula de agulha em admissio
de didxido de carbono
NV5 valvula de agulha em admissio
de ar
NV6 valvula de agulha em admissdo
de diéxido de carbono
Pl bomba de alimentacdo
peristaltica Masterflex para R1
P2 bomba de alimentagio
peristaltica Masterflex para R2
PR1 regulador de pressdo de dioxido
de carbono
PR2 regulador de pressdo de diéxido
de carbono
PR3 regulador de pressdo de ar




94

PR4 regulador de pressdo de didxido |
de carbono
PRS5 regulador de pressdo de ar .
PR6 regulador de pressdo de didxido
de carbono .
R1 bioreator de tubo de elevacio |
de gas de escala piloto, volume
de operagao de 50 L
R2 bioreator de tubo de elevacio
| de gas de escala piloto, volume
de operacio de 50 L
RMI1 rotometro  de dioxido de
carbono; escala de 0 a 20 scth
RM?2 rotometro de didxido de
carbono; escala de 0 a 20 scth
RM3 rotdmetro de ar; escala de 0 a
2.5 scth
RM4 rotdbmetro de  didxido de
carbono; escala de 0 a 10 scfh
RM5 rotOmetro de ar; escala de 0 a
2.5 scth
RM6 rotometro  de  dioxido de
carbono; escala de 0 a 10 scfh
V1, V2, V3 | valvulas borboletas na

admissdo/descarga de WT1
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V4, V5, V6 valvulas borboletas na
admissdo/descarga de WT2
V7, V8, V9 valvula esfera no cabecote de
distribuicdo de mosto
V10, V11 valvulas esferas na admissdo de
mosto de R1
V12 valvula de desconexdo rapida
na admissdo de gis de
aspergimento
VI3 vélvula borboleta na descarga
de R1
V14, V15 valvulas esferas na admissido de
mosto de R2
V16 valvula de desconexdo rapida
na admissdo de gis de
aspergimento
V17 valvula borboleta na descarga
de R2
V18 valvula borboleta na descarga
de WBT1
WBT1 tanque de cerveja de despejo;
volume de operacéio de 200 L
WT1 tanque de armazenamento de

mosto equipado com jaquetas

de parede de glicol e
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capacidades de aspergimento;

volume de operacdo de 1600 L

WT2 tanque de armazenamento de
mosto equipado com jaquetas
de parede de glicol e
capacidades de aspergimento:

volume de operacdo de 1600 L

Gas dioxido de carbono e ar foram aspergidos
no sistema de elevagdo de gas através de aspergidores de tubo de
gas de aco inoxidavel (FIG. 7). Rotometros (RM3, RM4, RM5 &
RM6) foram usados para monitorar as taxas de fluxo injetadas no
sistema. Filtros estéreis (0.2 micrémetro de malha) foram
instalados nas linhas de gas para assegurar que nenhum
contaminante foi introduzido nos bioreatores. O produto escoa do
reator através de um sistema de sobre-fluxo (FIG. 4). A bomba de
alimentag@o apenas controla, portanto, o tempo de residéncia do
liquido. Ambos os reatores (R1 & R2) foram conectados a um
tanque de cerveja de despejo (WBT1) para coletar o liquido de
sobre-fluxo. Tanques de coleta especiais de 50 L foram utilizados
para coleta de produto e processamento em uma base conforme
necessario.

Diagramas mais detalhados e dimensdes exatas
do bioreator de escala piloto de 50-L so providos na sec¢do 5.1.1.
O manuseio do mosto e protocolo de armazenamento serdo

apresentados na se¢do 5.1.2, enquanto os protocolos de limpeza e
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esterilizagdo para o sistema de fermentacdo continua serdo
discutidos na secdo 5.1.3. A sec¢do 5.1.4 cobre o protocolo de
fermentagdo seguido através de todo este trabalho de tese.

Desenho e Especificagdes do Reator

O bioreator de volume de operacdo de 50-L
designado para esta operagdo foi construido totalmente de aco
inoxidavel 304L com 4 janelas de inspe¢do Plexiglas localizadas
no corpo do reator, de modo que o movimento de particula e
fluido pode ser observado. O material de construc¢io foi escolhido
por sua resisténcia para quimicos de sanitarizacdo (causticos e
acido), bem como por sua durabilidade para esterilizacdo de
vapor. Outro aspecto importante do desenho foi a minimizacio de
ajustes rosqueados em contato direto com o meio de fermentacio.
Ao invés, orificios foram soldados e, onde necessario, ajustes
sanitarios TriClover foram usados. O reator foi desenhado com
uma regido de cabega expandida de modo a maximizar o
desengatamento de gas e, desse modo, promover melhor
transferéncia de massa de liquido-sélido (Chisti & Moo-Young,
1993). O fundo do reator foi desenhado com um angulo de cone
de 90 graus de modo a minimizar quaisquer sélidos de coleta no
fundo.

A FIG. 2 ¢ um diagrama esquematico dos
sistemas de escala piloto de 50-L que foram instalados na Labatt
Experimental Brewery. Este diagrama indica a localizagdio do gas
de aspergimento de admissdo, a admissdo do liquido, a jaqueta de

arrefecimento de glicol, a descarga de produto, o sistema de
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detecc¢do e controle da temperatura, bem como a localizagdo dos
dois orificios de amostragem de sanitario. A FIG. 3 ¢ um esquema
do mesmo reator de GLDT com dimensdes providas em
centimetros. As FIGS. 4 a 6 sdo desenhos em corte detalhados do
bioreator de tubo de elevagdo de gas de 50 L, e a FIG. 7 é um
esquema do dispositivo de aspergimento de gés utilizado nestes
experimentos.

O tubo de tifagem de ar interno e o separador de
particula (chicana) sdo ilustrados na FIG. 3. Um diametro de tubo
para razdo de didmetro de reator de 2/3 foi escolhido baseado nos
dados de literatura (Chisti, 1991). O separador de particula foi
dimensionado para permitir melhor separacio de gas da mistura
solido-liquido. Aumentando-se o didmetro deste dispositivo de
chicana (20.32 cm comparado a um didmetro de tubo de 10.16
cm), € possivel obter-se um diferencial maior entre a velocidade
de elevagdo de bolha e a velocidade de queda de fluido liquido-
solido. O arraste de gas no anular do sistema de tubo de arraste de
ar sera abaixado, e uma melhor transferéncia de massa de sélido-
liquido resultara.

Um aspergidor de tubo (FIG. 7) foi desenhado
para a inj¢do de géds de mistura de didxido de carbono na secdo de
tubo de arraste de ar. Um total de 160 furos medindo 0.16 cm de
didmetro foi perfurado no aspergidor de 1,27 cm de didmetro. Os
furos foram posicionados com um espagamento longitudinal de
0.8 ¢cm centro a centro, e um espacamento latitudinal de 0,6 centro

a centro (8 séries de 20 furos). Devido a mistura ser a fung¢do
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principal do gas aspergido, um didmetro de furo de aspergimento
de 0.16 cm foi selecionado.

Protocolo de Manuseio € Armazenamento de
Mosto

Nas praticas de fermentagdo tradicionais, o
mosto ndo ¢ mantido por periodos estendidos de tempo sem ser
breado com levedura. O mosto oxigenado ¢ um excelente meio de
crescimento para muitos organismos, incluindo levedura. Devido
ao protocolo de fermentagdo para os sistemas de elevacdo de gas
continuos requerer que grandes quantidades de mosto sejam
retidas, € necessario desenvolver transferéncia de mosto e
protocolos de retengdo. Foi a opinido dos pesquisadores que
mosto frio ndo-oxigenado pode ser armazenado por até duas
semanas sem que ele seja comprometido por contaminacio, se o
mosto foi transferido para o vaso de retengio apropriadamente.

Foi também considerado necessario assegurar
que a temperatura do mosto fosse controlada apropriadamente
uma vez dentro do vaso de retengdo do mosto. A capacidade do
tanque disponivel dentro do Fabrico de Bebida Fermentada
Experimental foi originalmente designada para fermentagdo
preferivelmente do que reten¢do do mosto. Um teste destas
capacidades do tanque para manter a temperatura de liquido
estagnante foi realizado. A FIG. 2 ilustra claramente que estes
vasos ndo podem ser usados sem agitacio se uma temperatura
constante de 4 °C € para ser mantida. O mosto foi inicialmente

introduzido nestes vasos 4 uma temperatura de 4 °C. As medigdes
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de temperatura foram realizadas em varios pontos através de todo
tanque, de modo a ganhar uma melhor compreensio da
temperatura real. Quando o liquido foi deixado no vaso por 24
horas sem agitagdo, a temperatura do liquido perto do topo
chegou a aproximadaménte 20 °C. O liquido na parte média do
tanque também se elevou levemente (AT de ~3 °C), enquanto que

no cone do tanque permaneceu perto da original 4 °C.
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FIGURA 5.8 EFEITO DE AGITACAO POR
ASPERGIMENTO DE GAS NO PERFIL DE
TEMPERATURA NO TANQUE DE RETENCAO DE
MOSTO  CILINDROCONICO. O MOSTO FOI
INTRODUZIDO NO VASO A UMA TEMPERATURA DE 4
°C. MEDICOES FORAM REALIZADAS 24 HORAS
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SEGUINDO ENCHIMENTO DO TANQUE. GAS DIOXIDO
DE CARBONO FOI ASPERGIDO NO VASO A UMA TAXA
DE FLUXO DE 0.113 CM’’HORA. A TEMPERATURA
AMBIENTE ERA 19.8 °C. LOCALIZACAO DA MEDICAO:
(1) TOPO DO TANQUE NA PAREDE; (2) TOPO DO
TANQUE NO CENTRO; (3) MEIO DO TANQUE NA
PAREDE; (4) MEIO DO TANQUE NO CENTRO; (5) TOPO
DO CONE NA PAREDE; (6) TOPO DO CONE NO
CENTRO:; (7) FUNDO DO CONE

Pela introdugdo de agitacdo leve através da
mjecdo de dioxido de carbono a uma taxa de fluxo de 0,133
cm’/hora, foi possivel manter a temperatura do mosto dentro do
vaso de retenc¢do a 4 °C. Como um resultado destas descobertas,
ambos os vasos de reten¢do de mosto foram assentados na base do
cone com um revestimento sanitario a ser usado para agitacio do
mosto.

Mosto  ndo-aerado  foi  subseqiientemente
transferido da planta de Labatt London através da linha de aco
inoxidavel de 5.08 cm em um tanque de tampdo. A partir deste
tanque, o mosto foi passado através de um pasteurizador em um
dos tanques de retengdo de mosto (WT1 ou WT2), onde ele foi
armazenado a 2 °C por até 2 semanas. Esta etapa de pasteurizagdo
foi posta no lugar como uma medida de precaugio para assegurar
que microorganismos indesejados fossem eliminados a partir do
mosto durante o periodo de retengdo total. Utilizando-se mosto

ndo-oxigenado, o dano ao mosto quente pelo oxigénio (formacdo
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de aldeidos) seria minimizado. Em adicdo, o ar introduzido com o
gas de aspergir pode, portanto. efetuar estritamente o controle de
oxigénio para os fermentadores continuos.

Medi¢des de oxigénio dissolvido foram
realizadas no mosto uma vez dentro do vaso de retencdo de
mosto. A Figure 5.9 representa a concentracdo de oxI1génio
dissolvido do mosto com o tempo seguindo trés protocolos de
transteréncia. No primeiro exemplo, o mosto foi transferido no
vaso de retengdlo, e o aspergir de didxido de carbono foi iniciado
(0.085 m’/h), para assegurar controle correto da temperatura. A
concentragao de oxigénio dissolvido no mosto aumentou no
primeiro dia para alcangar aproximadamente 1.3 mg/l., e foi
subseqiientemente reduzida para aproximadamente 0. 1 mg/L pelo
quinto dia. No segundo ensaio, 0 vaso de retencdo de mosto foi
purgado por 3 horas com 0.85 m’/h de didxido de carbono antes
do enchimento. A captagdo de oxigénio inicial foi grandemente
aumentada, e mosto dentro do teor de oxigénio desejado (< 0.1

mg/L) foi alcan¢ado em 2 dias.
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FIGURA 5.9 CONTROLE DE OXIGENIO
DISSOLVIDO NO MOSTO DURANTE TRANSFERENCIA
DA PLANTA DE LONDON. TRES PROTOCOLOS DE
ENCHIMENTO FORAM AVALIADOS COM O
TERCEIRO SIMPLESMENTE SENDO UMA
COMBINACAO DOS DOIS METODOS ANTERIORES. A
TEMPERATURA DO MOSTO FOI MANTIDA A 4 °C

No ensaio final, o tanque foi pré-purgado
conforme acima, e um aspergimento de dioxido de carbono
continuo (0.085 m’/h) foi introduzido através do processo de
enchimento, bem como durante o periodo de reten¢do. O teror de
oxigénio dissolvido foi mantido em um minimo (<0.1 mg/L)

atraveés de toda a fase de retencéo. Conseqiientemente, este
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método foi adotado como o protocolo para todas as futuras coletas
de mosto.

5.1.2 Protocolo de Limpeza & Esterilizacdo

Os tanques de retencdo de mosto foram
submetidos a um ciclo de limpeza consistindo de um pré-
enxaguamento com agua quente (85 °C), um enxaguamento de
limpeza caustica (40 % caustica a 60 °C), seguido por um
enxaguamento pds-agua (85 OC). A sanitarizagido destes vasos foi
etc uada pelo contato com uma solucéio de 4cido peracético (2 %
peso/volume). A tubulagdo de transferéncia de mosto também vai
atraves do mesmo regime de limpeza e sanitarizagio.

Os bioreatores de 50-L seguem um protocolo de
limpeza e esterilizagdo diferente. Os sistemas foram enxaguados
com agua quente (60 °C) e, em seguida, enchidos ao topo com
uma dagua quente a 40 °C. Um agente de limpeza industrial,
Diversol CX/A (DiverseyLever, Canada), foi, em seguida,
adicionado a esta 4dgua para formar uma solugdo de 2 %
peso/volume. Ar foi aspergido no fundo do reator a uma
velocidade de gés superficial de 5 mm/s para assegurar dissolu¢io
correta ¢ contato correto dentro do reator. Apds um tempo de
contato de uma hora, o reator foi esvaziado e inundado com agua
da cidade fresca. Este procedimento de limpeza foi repetido uma
segunda vez, culminando em dois ciclos de enchimento-
esvaziamento de agua da cidade fria final.

O vaso de cerveja de despejo foi limpo usando-

se uma solugdo a 2% peso/volume de Diversol CX/A. Diferente
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dos bioreatores de elevagdo de gas, o aspergimento nao foi
utilizado uma vez que o WBT nio foi ajustado com um
aspergidor. Agitagdo mecanica foi efetuada pelo rolamento deste
vaso em seu lado. O ciclo foi repetido duas vezes, e foi seguido
por dois ciclos de enchimento-esvaziamento de agua.

Antes da esterilizagdo de vapor, os bioreatores
de 50-L foram conectados ao vaso de cerveja de despejo, e a linha
de alimentacdo de mosto foi desconectada, conforme foi a linha
de aspergimento de gis. As valvulas V10, V11, V12, V13, Vi4,
V15, V16, V17 e V18 foram abertas, e os filtros F5, F6 ¢ F7
foram removidos. Estas linhas de gas e filtros foram auto-
clavadas separadamente por 15 minutes a 121 °C. O suprimento
de vapor foi conectado as valvulas V12 e V16. A valvula de vapor
foi vagarosamente aberta para minimizar dano ao equipamento, e
a temperatura dentro do reator foi monitorada proximamente.
Uma esterilizagdo de 1 hora foi efetuada uma vez que uma
temperatura interna de 100 °C foi alcancada. As valvulas V10,
VIL, V14, V15 e V18 foram fechadas primeiro. O suprimento de
vapor foi, em seguida, interrompido, e o filtro esterilizado F7 foi
conectado. Os filtros esterilizados F5 e F6 foram imediatamente
conectados a linha de suprimento de gas, e uma velocidade de gas
de didxido de carbono superficial de 3 mm/s foi iniciada. Esta
corrente de gds ndo somente assegura que os reatores nio se
romperiam durante arrefecimento, mas também deslocassem

qualquer ar presente nos bioreatores de elevacio de gas de 50-L.



n

10

25

106

A linha de alimentagdo de mosto foi conectada
ao bioreator apds uma temperatura interna de 20 °C ser alcancada.
Com as valvulas V2, V5, V10 e V14 ainda na posi¢do fechada, e
com as valvulas V6, V7, V8 V9 V] I, e VIS abertas, o
suprimento de vapor foi conectado em qualquer V3 ou Ve,
dependendo do suprimento de mosto sendo utilizado. O ciclo de
vaporizagdo atrasa por 1 hora, apés cujo tempo as valvulas V9,
VIl e VI5 foram interrompidas simultaneamente com 0
suprimento de vapor. Uma vez que as linhas tenham alcancado
temperatura ambiente (20 °C), as valvulas V3 e V6 foram
fechadas, e o suprimento de vapor foi desconectado. Neste ponto,

o sistema de fermenta¢do continuo total, incluindo o suprimento

de mosto, os bioreatores de 50 L, e o tanque de cerveja de

despejo, estava esterilizado e pronto para fermentacao.

5.1.3 Protocolo de Fermentacio

Os bioreatores de tubo de tiragem de ar de
elevagdo de gas de escala piloto de 50-L foram usados para a
fermentagdo primdria continua de mosto de cervejaria em cerveja.
Uma jaqueta térmica de glycol proporciona controle de
temperatura com uma temperatura de liquido de 15 °C objetivada
atraveés de todos os ensaios de fermentacdo. Cada reator foj
equipado com uma sonda de temperatura para proposta de
medi¢do, € um termopar de temperatura, e valvula solenéide de
glicol, para o ajuste de alimentagdo de glicol para o reator. Os
fermentadores de elevagio de gas foram também equipados com

um gas de mistura primario (diéxido de carbono ou nitrogénio),



10

20

25

107

bem como com um suprimento de ar para dosagem de oxigénio.
A mistura desejada de gis foi selecionada pelo ajuste da
combinag¢do apropriada rotdmetro/valvula agulha, e, em seguida,
passando esta mistura de gés através do filtro estéril (Millipore,
Millex®-FGso, 0.2 _m Filter Unit), e no tubo de arrasste de ar do
bioreator. Uma velocidade de ar superficial de 0.39 mm/s (0.4
scth) foi injetada no reator para todas as fermentacdes, enquanto
que a taxa de fluxo do gds de mistura primario foi ajustada para
adequar o tipo de imobilizagdo especifico.

O bioreator de elevagdo de gas de 50-L seguiu
uma partida de dosagem tradicional antes de um modo continuo
de operagdo ser iniciado. Apds limpeza e esterilizagdo conforme
descritos na se¢do 5.1.2, o bioreator de clevagdo de gas foi
preenchido com 50 litros de mosto a partir dos tanques de
retengdo de mosto (WT1 ou WT2), e, em seguida, injetado com
200 gramas de levedura (4 g/L) através do orificio de amostra
estéril Scandi-Brew®. No caso das gotas de gel de k-carrageenan,
20 L de gotas foram injetadas no reator, produzindo uma
concentragdo inicial de levedura flocosa média LCC3021 de 4
gramas por litro. Os bioreatores foram amostrados diariamente, e
a evolugdo de diacetil ¢ a gravidade especifica de liquiido foram
proximamente monitoradas. Uma vez que a gravidade especifica
tenha alcangado seu valor minimo, € a concentracdo de diacetil
tenha caido abaixo de Jg/L, foi considerado que o sistema podia

ser ajustado em operagdo continua.
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O meio de fermentacio (mosto)  foi
continuamente alimentado através do fundo do reator, enquanto
que cerveja “verde” inundou através do funil o topo do reator. A
medida que o volume de operacio do reator foi fixado, a selecdo
da taxa de fluxo da alimentacdo de mosto fresco no reator
controla o tempo de resisdéncia de liquido médio. As amostras de
liquido foram retiradas do reator diariamente na descarga através
da valvula de amostragem estéril (Scandi-Brew®) para ambas
ana ises quimica e microbiolégica (métodos descritos no Capitulo
4).

Em periodos de tempo selecionados, o produto
de fermentac¢do continua fo-i coletado do bioreator de fermentacao
primaria de 50-L em grandes quantidades (latas de aco noxidavel
estéril de 40-L), e submetido a processamento de pos-fermentacao
de modo a produzir uma cerveja acabada venddvel para avaliacdo
¢ comparagac para cerveja de controle produzida industrialmente.
O bioreator de 50-L selecionavel foi desconectado do vaso de
cerveja de despejo, e imediatamente conectado a0 vaso de coleta
de cerveja. Uma vez que o liquido desejado tenha sido coletado, o
bioreator foi re-conectado ao vaso de cerveja de despejo. A
cerveja “verde” coletada foi submetida a um periodo de retengio
de pds-fermentagdo de modo a reduzir o nivel de diacetil no
liquido abaixo de 30 Zg/L. A levedura transportada com o liquido
foi permitida assentar, e o liquido (concentragdo de células de ~
1-5 milh&es células/mL) foi colocado em armazenamento frio

para envelhecimento (7 dias a 2 °C). Apds o periodo de
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envelhecimento, o liquido foi filtrado, diluido em alcool 5 % por
volume, e carbonatado antes de ser acondicionado em garrafas de
341-mL. Todo liquido acondicionado foi, em seguida, submetido
a pasteurizacdo através do equipamento de planta Labatt.

5.2 PROCESSO DE PRODUCAO DE GOTA
DE GEL CONTINUA

O objetivo desta secdo de trabalho experimental
foi avaliar um processo de produg¢do de gota continuo para a
producdo de gotas de gel inoculadas de levedura de modo a suprir
células de levedura LCC3021 imobilizadas para os bioreatores de
tubo de arraste de ar de elevacdo de gas continuos de 50-L.
descrito na se¢do 5.1.

O processo de produgio (FIG. 8) primeiro
objetiva a formag¢do de uma emulsio entre a fase continua ndo-
aquosa (Oleo vegetal) e a fase dispersa aquosa (solugdo de gel de
K-carrageenan misturada com células de levedura), com o uso de
misturadores estaticos. Arrefecimento rapido para induzir gelacio
de polimero segue esta ctapa. As gotas formadas foram, em
seguida, introduzidas em uma solucdo de cloreto de potassio que
ambos promove endurecimento, bem como separacdo das gotas a
partir da fase de 6leo.

A formagdo da emulsdo de gota de gel de O-
carrageenan foi conduzida em um banho de agua controlado para
temperatura de 37 °C, de modo a impedir gelificagdo prematura
do gel de carrageenan. O polimero esterilizado foi mantido a 37

°C em um banho de 4gua regulado para temperatura, € 0 indculum
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de levedura foi mantido a 20 °C antes da imobilizagdo. Usando-se
bombas peristalticas Masterflex (Cole Parmer Company, USA), o
gel e a pasta fluida de levedura foram bombeados através de 24
elementos do misturador estatico de 6.4 mm de didmetro, de
modo a dispersar as células constantemente através do gel. O oleo
esterilizado, armazenado & temperatura ambiente, foi bombeado
(bomba peristaltica Masterflex) no banho de agua quente para
também alcangar uma temperatura de 37 °C.

O polimero inoculado (fase aquosa) foi, em
seguida, misturado com o 6leo (fase continua) através de outra
série de misturadores estticos, para criar a emulsio desejada.
Esta emulsdo resultante foi rapidamente arrefecida a 5 °C dentro
de um banho de dgua/gelo, provocando a gelificagdo das goticulas
de polimero nas gotas. As gotas, em seguida, procedem em uma
solugdo de cloreto de potassio de 22 g/L estéril que auxilia seu
endurecimento e permite sua separacdo da fase Gleo. O dleo do
processo foi reciclado de volta para o processo, ¢ a fase aquosa
(gotas e solugdo de cloreto de potassio) foi transferida em um
tanque separado para classificagio de tamanho antes do
carregamento nos bioreatores de 50-L.

5.2.1 Misturador Estatico — Tipo Kenics

No coragdo deste novo processo de produgio de
gota estdo os misturadores estticos Kenics (Cole Parmer
Instrument Company, Niles, Illinois, USA). Eles sdo compostos
de uma série de elementos estacionarios colocados em um tubo

com um diametro interno equivalente aquele do didmetro do
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misturador estético. Estes elementos formam canais cruzados, que
promovem a divisdo e a recombinagio longitudinal do liquido que

flui através do misturador estitico. A ruptura transversal destas

10

15

linhas

de

corrente

finamente

criadas

em uma emulsio

aumentadamente homogénea ¢ adicionalmente provocada por este

sistema de mistura. A Tabela 52 lista os trés tipos de

misturadores estaticos que foram usados neste estudo,

Tabela 5.2 Descricio dos misturadores
estaticos Kenics usados (supridos por Cole Parmer)

Modelo Diametro do|Numero de

misturador  Estatico|elementos (N,)

(mm)
G-04667-04 6,4 12
G-04667-06 9,5 12
G-04667-08 12,7 12

5.2.2 Materiais de Produgdo de Gel

Os dois materiais principais na producdo das

gotas de gel foram o dleo e o polimero. k-Carrageenan (tipe X-

0909, lot 330360, Copenhagen Pectin, Denmark), um polimero de

polisacarideo extraido de alga vermelha, foi uma doacdo generosa

de Copenhagen Pectin A/S. Este polimero possui a propriedade

unica de termo-gelacdo, onde sua temperatura de gelagdo depende

das concentracdes de ambos K-carrageenan ([Car]) e cloreto de

potassio ([KCl]). O polimero foi dissolvido em uma concentragdo
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de 30 g/L em dgua destilada a 80°C contendo 2.0 g/L de KCI. A
solugdo de gel resultante tinha uma temperatura de gelificacio de
28°C. O gel foi auto-clavado por | horaa 121 °C, e, em seguida,
colocado em em um banho de 4gua de 40 °C de modo que ele ndo
endureceria. Oleo de milho de grau comercial (Pasquale Bros.
Inc., Canada) foi também esterilizado por 1 hora a 121°C, e, em
seguida, armazenado & temperatura ambiente (20°C) até seu uso.
Uma pasta fluida de levedura foi preparada conforme descrito na
se¢104.1.

5.2.3 Medi¢do do Diametro da Gota

Amostras de gota foram coletadas na saida do
trocador de calor de 5 °C em frascos contendo 100 mL de 22 g/L
de solugdo de KCI. As gotas foram permitidas afundarem nesta
solugdo por 2 horas para promover seu endurecimento. O 6leo foi
removido da fase gasosa por lavagens sucessivas com solucdo de
cloreto de potassio. As amostras foram, em seguida, armazenadas
a4 °C para impedir contaminag&o microbial antes da analise.

A medigdo do didmetro da gota foi realizada
usando-se o software de andlise de imagem Optimas (Versdo
4.02, BioScan, Inc, USA) ligado a uma cdmera de video (Pentax
Macro 50 mm). Uma amostra de gota foi transferida em um prato
petri contendo uma pelicula fina de agua (usada para separar as
gotas) e, em seguida, colocada sobre a cAmera. Um total de 300 a
400 gotas foram medidas usando-se este sistema. As capacidades

do software Optimas assentam entre 100 Lm e varios mm, com

um erro maximo absoluto de 30 pum. Os dados obtidos de Optimas
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foram analizados adicionalmente usando-se Microsoft Excel. As
distribui¢des de tamanho da amostra resultante  foram
caracterizadas por seu didmetro médio de amostra (Dg), e
coeficiente de variagdo (COV).

5.2.4 Avaliagdo do Sistema de Gota — Plano
Experimental

Um total de 3 didmetros de misturador esttico
(Ds = 6.4 mm, 9.5 mm and 12.7 mm) foram comparados para
assessar que tipo de populagdo de gota seria produzida conforme
medida pelo diametro de gota médio da amostra e coeficiente de
variacdo da distribuigdo de tamanho. O ntmero de elementos de
misturador estatico (N,) foi variado entre 12 e 120 elementos,
enquanto a fragdo de volume de polimero ( ) foi estudada entre
8.3 % volume/volume e 50 % volume/volume de gel em uma
solugdo de 6leo. Acima de um ~ de 50%, as fases dispersa (gel)
¢ continua (6leo) tornam-se invertidas, isto ¢, inclusdo de goticula
de Oleo dentro da matriz de polimero resultada ao invés de
goticulas de gel dentro da matriz de leo. A velocidade liquida
superficial da emulsio de 6leo/gel através da se¢do de emulsio foi
ajustada na faixa de 3.6 cm/s e 17.8 cm/s. A velocidade liquida
superficial (Vs) através do misturador estitico de emulsio foi

calculada pela seguinte equacio:
Vsi = (Qdleo+ Qcar)/S

onde S € a area de corte transversal do

revestimento que contém o misturador estatico, Qoleo € a taxa de
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fluxo volumétrica da fase 0leo, € Qcar é a taxa de fluxo

volumétrica da solucdo de gel de carrageenan.

RESULTADOS E DISCUSSOES:
FERMENTACOES & DINAMICAS DE MISTURA NO
INTERIOR DE BIOREATORES DE ELEVACAO DE GAS DE
50-L

O uso de células imobilizadas para a producdo
de etanol foi publicado. Nas ultimas duas décadas, os
pesquisadores tém tentado otimizar o processo de producdo de
etanol pelo acoplamento de tecnologia de célula imobilizada com
processamento continuo (Kuu, 1982; Gil, 199]: Maiorella, 1983).
Muitos t€m encontrado com grande SuUcesso, € 0 uso de sistemas
de célula imobilizada continuos para produgdo de etanol tem se
tornado industrial. Contudo, a implementa¢do de tal processo
continuo na industria de fabrico de bebida fermentada para a
fermentagdo primaria de cerveja nio € tio simples. A cerveja é
compreendida ndo somente de etanol, mas também de uma
miriade de compostos de aroma, que adicionam ambos
complexidade e profundidade ao produto final. O capitulo
seguinte descreve os resultados obtidos pelo autor na questdo da
producdo de uma cerveja bem balanceada dentro do fermentador
GLDT de escala piloto.

6.1 FERMENTACOES DE DOSAGEM NO
SISTEMA GLDT DE ESCALA PILOTO

Fermentagdes de dosagem utilizando células de

levedura livremente suspensas foram conduzidas no bioreator de
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tubo de arraste de ar de elevacio de gas de escala piloto de 50-L.
Estes ensaios proporcionam a oportunidade de assessar a
praticabilidade de usar-se um sistema para a fermentacdo de
mosto na cerveja. Em adigdo, os ensaios servem para estabelecer
uma marca de nivel para comparagio futura com liquidos de
fermentagdo continuos. Duas fermentacdes de dosagem foram
experimentadas no bioreator de 50-L usando-se uma linhagem de
levedura lager a partir de Labatt Culture Collection (LCC3021). A
taxa de crescimento da levedura, bem como o consumo de
nutrientes e liberacdo de produtos, foram monitorados através de
todas as fermentagdes.

As Figuras 6.1 e 6.2 apresentam a concentragio
de levedura e perfis de viabilidade para fermentagdo de Dosagem
I e 2, respectivamente. Em ambos os exemplos, o crescimento da
levedura segue as taxas classicas reportadas na literatura. As
viabilidades conforme medidas pelo azul de metileno
permanecem altas, com valores permanecendo variando perto de
noventa por cento. Os perfis de concentracfio de carbohidrato para
as dosagens | e 2 sdo apresentados nas Figuras 6.3 ¢ 6.4. Os
agucares simples, glucose e frutose, foram COmpostos primeiro
pela levedura, seguido pelo consumo de maltose e maltotriose. Os
niveis de maltotetrose, bem como os polisacarideos maiores
permanecem ndo-mudados através da fermentacio.

O etanol é um dos mais importantes sub-
produtos de metabolismo de levedura. Uma fermentacio

anaerobica otimizada produzird cerca de 48 g de etanol e 47 g de
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dioxido de carbono por 100 g de glucose metabolizada. Pequenas
quantidades de glicerol também serdo produzidas (3.3 g por 100 g
de glucose) a medida que este sub-produto € envolvido na
manuten¢do do balango de redox dentro da levedura de
fermentagdo, bem como suporte da célula em seu balanco
osmotico, particularmente no meio hipertdnico. As Figures 6.5 e
6.6 ilustram a evolugdo das concentragdes de etanol e glicerol
sobre o tempo de fermentagéo. Os niveis de etanol se elevam
mu. 0 lentamente no comego da fermentacdo devido a presenca de
oxigénio no meio de fermentacio a medida que as células de
levedura estdo em sua fase de crescimento aerébico. Uma vez que
0 oxigeénio tenha sido desdobrado, os niveis de etanol se elevam
exponencialmente até que os aclcares fermentaveis sejam
desdobrados, em cujo ponto os niveis de concentracdo recuam. As
dicetonas vicinais sdo também muito importantes sub-produtos de
metabolismo de levedura. A diacetil total e concentragdes de
pentanodiona para dosagens 1 e 2 sdo providas nas Figuras 6.7 ¢
6.8. Estes compostos se elevam até aproximadamente 40 horas na
fermentagdo, correspondendo aos niveis de pico de concentracdo
de levedura e sdo um resultado da sintese de amino cido que
experimenta levedura durante sua fase de crescimento. Durante a
ultima porg¢do da fermentagdo, diacetil, pentanodiona e seus
precursores [i-acetolactato and -cetobutirato, sdo convertidos
pela levedura em seus didis ativos menos aromaticos

correspondentes.
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A partir dos resultados apresentados nesta
secdo, parece que as duas fermentacdes de dosagem procedem
normalmente dentro do bioreator de tubo de arraste de ar de
elevagdo de gas. O crescimento da levedura e tomada de
carbohidrato seguem as trajetorias esperadas, conforme os sub-
produtos etanol, diacetil e pentanodiona. Uma comparacdo dos
dados de dosagem individuais indica que as duas dosagens
fermentam de maneira muito similar. A Figura 6.9 compara a
concentragdo de etanol das dosagens 1 e 2. As curvas individuais
segem 0 mesmo perfil com muitos dos pontos de dados
sobrepondo um ao outro, indicando um nivel de repetibilidade.
Embora a seqiiéncia de consumo de substratos e rendimento
subseqliente de produtos ndo mude dentro do sistema de elevacdo
de gés, a taxa de fermentacio o faz. A completacdo de
fermentagdo primaria representada pela concentracdo de etanol
pico foi alcangada em ambas as dosagens em cerca de 80-85
horas. A reducdo de diacetil para abaixo de 30 _g/L foi alcancada
em um adicional de 20 horas. Estes resultados sugerem que a
fermentacdo primaria de mosto de alta gravidade pode ser
completada em cerca de 100 horas conforme comparado a 120-
168 horas para fermentagdo de lager de dosagem tradicional. A
agitagdo provida pelo bioreator de tubo de arraste de ar de
elevagdo de gas contribui para este aumento no tempo de
fermentagdo devido a transferéncia de massa aumentada oferecida
por tais sistemas. Com esta informacio, ensaios de fermentacio

futuros foram realizados com confidéncia que o bioreator de tubo
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de arraste de ar de clevagdo de gas ndo altera signilicantemente o
mctabolismo de fermentacio de levedura, ¢ que fermentacio com
ley edura livremente suspenta dentro deste sistema pode reduzir o

tempo de fermentagiio de dosagem por pelo menos 20 hors,
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FIGURA 6.3 PERFIS DI
CONCENTRACAO DE CARBOHIDRATO VERSUS
TEMPO DE FERMENTACAO PARA FERMENTACAO DE
DOSAGEM DE LEVEDURA LCC3021 1 DENTRO DE UM
BIOREATOR GLDT DE ESCALA PILOTO.
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BIOREATOR GLDT DE ESCALA PILOTO.
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FIGURA 6.6 CONCENTRACOES DE
ETANOL E GLICEROL VERSUS TEMPO DE
FERMENTACAO PARA FERMENTACAO DE DOSAGEM
DE LEVEDURA LCC3021 2 DENTRO DE UM
BIOREATOR GLDT DE ESCALA PILOTO.
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DIACETIL E PENTANODIONA VERSUS TEMPO DE
FERMENTACAO PARA FERMENTACAO DE DOSAGEM
DE LEVEDURA LCC3021 | DENTRO DE UM
BIOREATOR GLDT DE ESCALA PILOTO.
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FIGURA 6.9 COMPARACAO DE
CONCENTRACAO DE ETANOL PARA DOSAGEM E
DOSAGEM 2 VERSUS TEMPO DE FERMENTACAO.
LEVEDURA LCC3021 FOI USADA DENTRO DE UM
BIOREATOR GLDT DE ESCALA PILOTO.

6.2 TRANSPORTADORES DE IMOBILIZACAO

Varios transportadores foram investigados
através de todo projeto de pes.quisa para identificar as alternativas
mai; promissoras para trabalho de desenvolvimento futuro. Trés
modos distintos de imobilizacdo foram testados dentro do
bioreator de tubo de arraste de ar de elevagdo de tubo de 50-L.
Dois transportadores de adsor¢do comercialmente disponiveis
com tamanhos variando entre 1 ¢ 2 mm foram avaliados. Siran®,
um transportador de gota de vidro suprido por Schott Engineering
(FIG. 9), e Celite®, uma gota de terra diatomacea provida por
World Minerals (FIG. 10), foram testados por causa de sua facil
proposta de manuseio, € sua disposnibilidade comercial.
Transportadores baseados em adsor¢do proporcionam a
oportunidade de operag¢@o mais asséptica, visto que o reator pode
ser primeiro carregado com o transportador, seguido pela
esterilizagdo no local, e, finalmente, inoculagio de levedura
diretamente no reator. A partir de um ponto de vista industrial,
esta op¢do € muito atrativa a medida que o transportador ndo
requereria armazenamento especial, e a planta ndo teria que

alterar significantemente suas praticas de inoculacio.
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Os resultados da fermentacdo inicial com ambos
estes veiculos no bioreator de tubo de arraste de ar de elevacdo de
gas de 50-L foram desfavoraveis. Os problemas que se elevaram
foram principalmente devido as altas densidades de particula do
Siran® e Celite® conforme comparados ao meio liquido. Estes
sistemas de tubo de arraste de ar de elevagdo de gas de trés fases
operam melhor quando a razdo do veiculo e as densidades de
liquido sdo mantidas préximas a unidade. No caso do Siran®, a
razio foi 1.34, pelo que a razdo para Celite® foi 1.31. A
conseqiiéncia de ter-se tais diferengas de densidade altas entre a
fase solida e liquida foi um aumento significante na velocidade de
fluidizagdo de gas minima para operar o bioreator de tubo de
arraste de ar de elevacdo de gas de 50-L. Para 4 litros de veiculo
Siran® (8% v/v de carregamento de solidos), uma velocidade de
gas de 21.5 mm/s (baseada no didmetro de tubo de arraste de ar)
foi requerida de modo a alcangar circulagdo. Esta velocidade de
gas mais alta ndo era um problema significante quando o teste foi
realizado em uma solugdo de 4gua; contudo, logo que o meio
liquido era mosto, falha catastréfica ocorreu dentro do sistema de
tubo de arraste de ar de elevagdo de gds (GLDT). A velocidade de
gas requerida causou espumamento excessivo dentro do reator,
que ultimamente reduziu o nivel de liquido para abaixo do tubo de
arraste de ar, cessando cfetivamente a circulagdo de liquido e

solido. Falha similar aquela encontrada com o Siran® ocorreu

quando o Celite® foi substituido como o material de imobilizacdo.
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Devido a estes resultados, ambos estes veiculos baseados em
adsor¢do foram abandonados nos ensaios de fermentacio de
elevagdo de gas.

O uso de um veiculo baseado em prendimento
similar a k-carrageenan permite que o sistema seja carregado em
uma base de 40% (v/v) com solido, e requer cerca de 0.17 metros
cubicos padrdo por hora de gés (velocidade de gas superficial de
5.8 mm/s) para sua fluidizagdo e circulagdo subseqiiente. Os
resultados positivos experimentados com operacdo do sistema
com gotas de c€lula de levedura presa com carrageenan foram
devido a densidade inferior do veiculo (cerca de 1100 kg/m’), e
facilidade  conseqiiente  de  fluidizagdo.  Similarmente,
carregamento de solidos desejado com levedura de auto-
agregagdo, LCC 3021 (meio flocoso) e LCC290 (super flocoso),
foi alcangado com velocidades de fluidizagdo de gas de
aproximadamente 3 mm/s requeridas para assegurar circulacio
correta. A Se¢do 6.2.1 descreve em mais detalhes o veiculo de gel
de k-carrageenan, € a Secdo 6.2.2 descreve a levedura de auto-
agregacdo — flocos LCC3021 e flocos LCC290, que foram
avaliados como matrizes de imobilizagdo para fermentacdo
primaria continua dentro do fermentador de 50-L GLDT.

6.2.1 Gotas de Gel de k-Carrageenan

M¢étodos de imobilizagdo baseados em
prendimento requerem a inclusdo das células de levedura dentro
da matriz antes de sua introdugdo no vaso de fermentacdo. Desde

que a inocula¢do do reator in-situ ndo é segura neste momento, &
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necessario produzir estas gotas de gel antes do comeco da
fermentacdo. Ainda ndo estd claro quais os efeitos de
armazenamento a longo prazo que tem nas gotas de gel
inoculadas. De modo a minimizar quaisquer efeitos de
armazenamento negativos potenciais, foi decidido produzir
grandes quantidades de gotas de gel dentro de um curto periodo
de tempo (8 horas). O processo de gota de misturador estatico
descrito na Sec¢do 5.2 foi, poftanto, utilizado para esta proposta.
As gotas ideais teriam didmetros de particular (Dg) entre 0.8 mm
e 1.4 mm, com coeficiente de variagdo (COV) da distribuicdo de
tamanho mantido em um minimo. Foi necessario ajustar varios
pardmetros do processo de produgdo de gota para produzir a
quantidade desejada e consisténcia de gotas. A se¢do seguinte
apresenta um resumo da sele¢do de parametro de processo de
gota, e a Se¢do 6.2.1.2 descreve as gotas usadas nos ensaios de
fermentagdo continua.

6.2.1.1 Processo de Produgdo de Gota: Selegdo
Variavel

A caracterizagdo do processo de producdo de
gota foi empreendida em colaboragdo com outros pesquisadores
com énfase colocada nos seguintes pardmetros de processo:
didmetro do misturador estatico (D), nimero de elementos do
misturador estatico (Ns), taxa de fluxo de liquido superficial (V)
e fracdo de volume de polimero (C¢). As Figuras 6.12 a 6.21

resumem os resultados obtidos através de experimentos.
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A Figura 6.12 ilustra uma distribuicdo de
tamanho tipica obtida usando-se o processo de misturador estatico
para imobilizar levedura dentro do gel carrageenan. Neste
exemplo, os seguintes pardmetros foram utilizados: didmetro de
misturador estatico de 12,7 mm, 60 elementos de misturador
estatico, velocidade de liquido superficial de 10,5 em/s, e fracdo
de volume de polimero de 0.25. O didmetro de gota médio foi
medido a 701 “m, com um-coeﬁciente de variagdo de 45%. A
disi-ibuicdo de tamanho cumulativa ilustrada na Figura 6.13
pareceu ajustar uma distribuicdo cumulativa normal calculada
com a amostra média e desvio padrdo. O método de Kolmorogof
Smirnov (Scheaffer et McClave, [1990) foi usado para testar a
normalidade. A distdncia maxima entre os dados experimentais e
os dados ajustados (K-S estatistica D) foi calculada em 0.0274. O
valor D modificado que corresponde aos dados que seguem uma
distribui¢do normal deve estar abaixo de 0,895 em um nivel de
confidéncia de 95%. Em nosso caso, o valor D modificado foi
calculado para ser 0,174, bem abaixo do limite de 0,895, e pode
ser concluido que nossos dados ajustam uma distribui¢do normal.

Todos os dados coletados a partir deste processo
de produgdo de gota mostraram distribui¢des de tamanho com
apenas um pico. Poncelet e outros. (1992), contudo, mostrou a
ocorréncia de picos satélites e/ou um pico secundirio
correspondente as gotas com didmetros menores do que 200 pum
para gotas de alginato produzidas por dispersio em um tanque

agitado. E possivel que gotas menores produzidas em nosso



10

15

20

25

129

processo fossem simplesmente perdidas durante a ctapa de
lavagem e, portanto, ndo apareceriam em nossos dados de
distribuicdo de tamanho.

Os efeitos da velocidade de liquido superficial e
didmetro do misturador estatico no didmetro de gota médio e no
coeficiente de variagdo da distribuicio de tamanho, sdo
representados nas Figuras 6.14 e 6.15, respectivamente. O
didmetro de gota médio diminui com um aumento da velocidade
de liquido superficial para todos os trés didmetros de misturador
estatico com um efeito mais pronunciado no misturador estatico
de 12,7-mm. Gotas com didmetros médios maiores do que 700
~m ndo foram produzidas com os misturadores estaticos de
didmetros menores (6,4 mm e 9,5 mm) em todas as velocidades
de liquido testadas, pelo que o misturador estatico de didmetro de
12,7 mm produziu gotas maiores do que 700 “m em velocidades
de liquido abaixo de 11 cm/s. Todos os trés didmetros de
misturador estatico produzem gotas com coeficientes de variacdo
entre 38% ¢ 58%. Também parece que a medida que a velocidade
aumenta o coeficiente de variacdo diminui nos trés casos. O
coeficiente de variacdo variou com o didmetro do misturador
estatico, com os valores mais baixos produzidos com o misturador
estatico de didmetro mais baixo.

Em uma velocidade de liquido superficial de 3,5
cm/s, a fragdo de volume de polimero pareceu afetar o didmetro
de gota médio, enquanto velocidades acima de 7 cm/s ndo

produziram relativamente diferengas nos valores experimentais de
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¢ variando entre 0,083 ¢ 0,5 (Figura 6.16). Pouco ou nenhum
efeito apareceu no coeficiente de variagdo pela fracdo de volume
com o aumento das velocidades de liquido superficial (Figura
6.17).

As Figuras 6.18 e 6.19 ilustram os efeitos da
velocidade de liquido superficial e o nimero de elementos do
misturador estatico no didmetro de gota médio. A medida que a
velocidade do liquido aumenta, o didmetro de gota médio diminui
para todas as variagdes do nimero de elementos do misturador
estatico (Figura 6.18). O didmetro de gota médio em uma dada
velocidade de liquido foi similar para 24 elementos a 120
clementos, enquanto a configuracdo de 12 elementos produziu
diametros de gota maiores do que as cinco outras configuracdes
testadas. A Figura 6.19 também mostra que o didmetro de gota
médio alcanga um minimo acima de 24 elementos de misturador
estatico.

A Figura 6.20 representa o efeito da velocidade
de liquido superficial no coeficiente de variagéo para varios
nimeros de elementos de misturador estitico. Pareceu que a
velocidade de liquido ndo afetou o coeficiente de variabilidade
para todas as configuragdes testadas. O efeito do numero de
elementos de misturador estatico no coeficiente de variabilidade
foi mais pronunciado (Figura 6.21). O coeficiente de variagdo
diminuiu com um aumento dos elementos de misturador estatico,

e alcangou um minimo de 45% em 60 elementos e acima. Estes
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resultados foram consistentes para velocidades de liquido
superficiais variando entre 3,6 cm/s e 17,8 cm/s.

Foi hipotetizado que um aumento no didmetro
de misturador estatico (D) criaria heterogeneidade de forces de
cisalhamento dentro do misturador, induzindo um aumento na
dispersdo de tamanho conforme medida pelo coeficiente de
varia¢do. Concorrentemente, um aumento no D diminuiria a
intensidade das forces de cisalhamento aumentando, desse modo,
o diametro de gota médio. Ambos estes efeitos foram observados
na experimentagdo com o misturador estitico de didmetro mais
baixo, produzindo gotas com o didmetro de gota médio menor
(400 _m - 500 “m), e o coeficiente de variagdo menor
(aproximadamente 40%), ou dispersio de tamanho.

A energia requerida para criar uma emulsdo ¢
proporcional a érea interfacial criada pelo polimero e a fase Sleo.
Quanto menor o tamanho da gota, menor a energia requerida para
formagdo. Berkman e Calabrese (1988) mostraram que um
aumento na velocidade de liquido superficial media (Vs) provoca
um aumento na energia dissipada por unidade de massa de fluido,
favorecendo, desse modo, uma reduco no tamanho de gota. Um
aumento na velocidade de liquido superficial médio (testado entre
3,6 cm/s e 17,8 cm/s) produziu um aumento no tamanho de gota
médio. Tal aumento na velocidade resulta em um diferencial de
pressdo entre a admissdo e descarga do misturador estético. Este
diferencial de pressdo € proporcional a energia dissipada por

unidade de massa de liquido. Um aumento na velocidade,
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portanto, induz um aumento na energia dissipada do sistema, que
favorece uma reducdo no tamanho da gota. A reducdo no
diametro de gota Dg, foi observada nas velocidades de liquido
aumentada. Al Taweel e Walker (1983) mostraram que um
equilibrio dindmico € estabelecido entre a formagio de gotas e a
coalescéncia entre gotas para velocidades altas correspondentes a
niveis de turbuléncia significantes. Para didmetro de misturador
estatico constante (D,) e ntimero de elementos (N,), a velocidade
sup.rficial tem pouco efeito no coeficiente de variacdo. A
velocidade €, portanto, um pardmetro, que permite a manipulacio
e sele¢do do diametro de gota médio sem modificar
significantemente a dispersdo de tamanho.

Dentro do escopo desta pesquisa, a fracdo de
volume de gel de carrageenan (_.) tem pouco efeito ou no
diametro de gota médio, ou no coeficiente de variacdo, exceto
para velocidade estudada mais baixa de 3,6 cm/s onde o didmetro
de gota médio diminuiu com um aumento no .. Audet e Lacroix
(1989) estudaram este pardmetro para a produgdo de gotas de
carrageenan em um sistema de dispersdo de duas fases (processo
de misturador estatico ndo-continuo com tanque agitado de
dosagem), e eles concluiram que g nfo tinham efeito no
diametro de gota médio para uma solugio de polimero com uma
concentracdo de 3% (peso/volume). O efeito especifico da
concentragdo de gota de O-carrageenan na distribuicdo de
tamanho de gota foi examinado por Audet e Lacroix (1989), que

mostrou que este parametro influenciou fortemente a distribuico
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de tamanho. O aumento das concentragdes de gel resultou no
aumento do didmetro de gota médio (Dg) e coeficiente de
variagdo (COV). O efeito notado foi atribuido a viscosidade
aumentada do gel em concentragdes mais altas, resultando em
torcas de cisalhamento mais baixas e, desse modo, gotas maiores.
Embora o efeito de concentragio de gel no tamanho de gota nao
fosse investigado nesta tese, ele pode ser usado como outro meio
de controlar o tamanho de gota se necessario.

Um aumento no numero de elementos de
mistura (N;) aumenta o tempo de residéncia médio que um
elemento de fluido gasta dentro do misturador estatico, resultando
em uma mistura mais homogénea e, desse modo, na formacdo de
gotas menores e mais apertadamente  dispersas. Na
experimentagdo, um equilibrio na dispersio (medido pelo
coeficiente de variagdo) foi alcancado ao redor de 60 a 72
elementos. Middleman (1974) mostrou que 10 elementos foram
suficientes para alcancar tal equilibrio no caso de emulsdes com
baixa viscosidade (0.6 a 1.0 cP). A solucéo de carrageenan usada
nestes experimentos [3% peso/volume] tem uma viscosidade
meédia de 200 cP e a viscosidade do 6leo foi 25 cP.
Conseqiientemente, esta viscosidade mais alta requer um tempo
de residéncia mais longo dentro do misturador de modo a alcancar

pseudo-homogeneidade.
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FIGURA 6.13. DISTRIBUICAO DE
TAMANHO CUMULATIVO TIiPICO DE GOTAS
PRODUZIDAS USANDO O PROCESSO DE
MISTURADOR ESTATICO. OS PARAMETROS DE
PROCESSO NESTE EXEMPLO FORAM: D¢ = 12,7 MM, N,
=60, Vg, = 10,5 CM/SE C¢=0,25.
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FIGURA 6.14. VELOCIDADE DE
LIQUIDO SUPERFICIAL (CM/S) VERSUS DIAMETRO
DE GOTA MEDIO (OM). TRES DIAMETROS DE
MISTURADOR ESTATICO DIFERENTES FORAM
AVALIADOS (Ds DE 12,7 MM, 95 MM E 6,4 MM). O
NUMERO DE ELEMENTOS DE MISTURADOR
ESTATICO (Ng) FOI MANTIDO CONSTANTE EM 48 E A
FRACAO DE POLIMERO (O¢) FOI AJUSTADA EM 0,25.
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FIGURA  6.15. VELOCIDADE DE
LIQUIDO SUPERFICIAL (CM/S) VERSUS COEFICIENTE
DE VARIACAO DO DIAMETRO DE GOTA (%). TRES
DIAMETROS DE MISTURADOR ESTATICO
DIFERENTES FORAM AVALIADOS (D, DE 12,7 MM, 9,5
MM E 64 MM). O NUMERO DE ELEMENTOS DE
MISTURADOR  ESTATICO (N FOI MANTIDO
CONSTANTE EM 48, E A FRACAO DE POLIMERO ()
FOI AJUSTADA EM 0,25.
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FIGURA  6.16. VELOCIDADE DE
LIQUIDO SUPERFICIAL (CM/S) VERSUS DIAMETRO
DE GOTA MEDIO (©M). QUATRO FRACOES DE
POLIMERO (Cc DE 0,5, 0,25, 0,125 E 0,083) FORAM
AVALIADAS. O NUMERO DE ELEMENTOS DE
MISTURADOR ESTATICO (N,) FOI MANTIDO EM 48, E
O DIAMETRO DE MISTURADOR ESTATICO (D,) FOI
AJUSTADO EM 12,7 MM.
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FIGURA 6.17. COEFICIENTE DE
VARIACAO DO DIAMETRO DE GOTA (%). QUATRO
FRACOES DE POLIMERO (O¢ DE 0,5, 0,25, 0,125 E 0,083)
FORAM AVALIADAS. O NUMERO DE ELEMENTOS DE
MISTURADOR ESTATICO (Ng) FOI MANTIDO EM 48 E O
DIAMETRO DE MISTURADOR ESTATICO (D) FOI
AJUSTADO EM 12,7 MM.
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FIGURA  6.18. VELOCIDADE DE
LIQUIDO SUPERFICIAL (CM/S) VERSUS DIAMETRO DE
GOTA MEDIO (ZM). O NUMERO DE ELEMENTOS DE
MISTURADOR ESTATICO (N,) FOI VARIADO PARA 12,
24, 48, 60, 72 E 120. A FRACAO DE POLIMERO (" ¢) FOI
MANTIDA CONSTANTE EM 0.25, E O DIAMETRO DE
MISTURADOR ESTATICO (D) FOl AJUSTADO EM 12,7
MM.
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FIGURA 6.19. VELOCIDADE DE
LIQUIDO SUPERFICIAL (CM/s) VERSUS COEFICIENTE
DE VARIACAO DO DIAMETRO DE GOTA (MM). O
NUMERO DE ELEMENTOS DE MISTURADOR
ESTATICO (N;) FOl VARIADO PARA 12, 24, 48, 60, 72 E
120. A FRACAO DE POLIMERO (E¢) FOI MANTIDA
CONSTANTE EM 025 E O DIAMETRO DE
MISTURADOR ESTATICO (D) FOI AJUSTADO EM 12.7
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FIGURA 6.20. DIAMETRO DE GOTA
MEDIO (OM) VERSUS NUMERO DE ELEMENTOS DE
MISTURADOR ESTATICO (Ni). A VELOCIDADE DE
LIQUIDO SUPERFICIAL (CM/S) FOI VARIADA PARA
3,6, 7,0, 10,6, 13,2 E 17,8. A FRACAO DE POLIMERO (i)
FOI MANTIDA CONSTANTE EM 0,25, E O DIAMETRO
DO MISTURADOR ESTATICO (D) FOI AJUSTADO EM
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DO MISTURADOR ESTATICO (D) FOI AJUSTADO EM
12,7 MM.
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FIGURA  6.21. COEFICIENTE DE
VARIACAO DO DIAMETRO DE GOTA (%) VERSUS
NUMERO DE ELEMENTOS DE MISTURADOR
ESTATICO (N;). A VELOCIDADE DE LiQUIDO
SUPERFICIAL (CM/S) FOI VARIADA ENTRE 3,6 E 17,8. A
FRACAO DE POLIMERO (Oc) FOI MANTIDA
CONSTANTE EM 0,25, E O DIAMETRO DO
MISTURADOR ESTATICO (D) FOI AJUSTADO EM 12,7
MM.

6.2.1.2 Processo de Producio de Gota:

Caracteristicas da Gota de []-Carrageenan

A partir dos dados descritos na se¢do anterior,

fo1 possivel selecionar pardmetros de processo de produgdo de
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gota para produzir gotas com as caracteristicas desejadas para os
ensaios de fermenta¢do. Para minimizar o coeficiente de variagcio
para um diametro de misturador estético particular, 60 elementos
de mistura foram escolhidos para criar a dispersdo 6leo-gel. Gotas
com um didmetro médio de aproximadamente um mm foram
selecionadas para minimizar a transferéncia de massa externa, e
para facilitar a separa¢do por meios mecanicos a partir do liquido
de fermentacdo. Para alcangar isto, o misturador estatico maior
testado (12.7 mm) ¢ a velocidade testada mais baixa (3.6 cm/s)
toram selecionados. Desde que a fracdo de polimero tinha pouco
efeito no coeficiente de variacdo, uma razio de 50/50 (- =0.5)de
gel para Oleo foi empregada de modo a maximizar a
produtividade de gota.

Varias dosagens de gotas de gel, com levedura
LCC3021 presa, foram produzidas no laboratério usando-se o
processo descrito na Se¢do 5.2 com D, = 12.7 mm, N = 60, Vg, =
3.9 cm/s e Tic = 0.5. As gotas resultantes (FIG. 11) foram
passadas através de uma séric de peneiras para remover gotas
maiores do que 2.0 mm e aquelas menores do que 0.5 mm. A
distribuigdo de tamanho de particula resultante estd presente na
Figura 6.23. A Figura 6.24 ilustra a distribui¢do de tamanho
cumulativa destas gotas. Esta foi a distribuicio tipica empregada

atraves dos ensaios de fermentacio de elevagdo de gas de 50-L.
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FIGURA  6.23. DISTRIBUICAO DE
TAMANHO DE GOTA DE GEL DE K-CARRAGEENAN
UTILIZADA NOS ENSAIOS DE FERMENTACAO
CONTINUA NO INTERIOR DO BIOREATOR DE TUBO
DE TIRAGEM DE AR DE ELEVACAO DE GAS DE 50L.
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FIGURA 6.24. DISTRIBUICAO DE
TAMANHO DE GOTA CUMULATIVA DE GOTAS DE
GEL DE K-CARRAGEENAN UTILIZADA NOS ENSAIOS
DE FERMENTACAO CONTINUA NO INTERIOR DO
BIOREATOR DE TUBO DE ARRASTE DE AR DE
ELEVACAO DE GAS DE 50L.

6.2.1.3 Limitagdes do Processo de Gota Com
Relagdo a Aplicagdo em Escala Industrial

Um processo produzindo 10 L de gotas por
hora, por misturador estatico, foi desenvolvido e implementado
em um nivel de planta piloto. Vérios aspectos deste processo
requerem desenvolvimento adicional e/ou otimizagdo antes que a
produ¢do de gota em escala industrial possa ser considerada. Um
aumento na produtividade volumétrica do sistema é necessario de
modo a suprir o volume de células imobilizadas requerido para
alimentar um bioreator de grande escala. Por exemplo, um
bioreator de tubo de arraste de ar de elevagdo de gas de 2000-hL
requereria aproximadamente 800 hL de gotas. Para alcancar tais
volumes, um aumento em ambos os fluxos de gel e 6leo sdo
necessarios. Os dados sugerem que a velocidade aumentada
resultante usando os misturadores estaticos de didmetros de 6,4
mm a 12,7 mm induziria & formacdo de gotas muito menores a
serem usadas no sistema de fermentagdo. Seria, portanto,
necessario, aumentar o didmetro dos misturadores estéticos,
aumentando, desse modo, o didmetro de gota médio. Contudo, o

uso de misturadores estiticos com um didmetro maior também
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aumentara a dispersdo de tamanho de gota, produzindo uma
percentagem maior de gotas fora da faixa desejada.

Outra alternativa seria a implementacdo de um
sistema usando misturadores estaticos de tamanho médio (12,7
mm) colocados em paralelo. Com um sistema com 10
misturadores estaticos, produtividades alcangando 100 L/h sdo
concebiveis. Para o exemplo industrial de 2000-hL, o processo
operaria continuamente por 800 horas ou aproximadamente 34
dia: para produzir o volume requerido de gotas. Varios sistemas
podem ser implementados para reduzir o tempo de producio, mas
isto adicionaria ainda outro nivel de complexidade. O tempo de
produ¢do podia tornar-se menos de uma emissdo se fosse possivel
armazenar as gotas por periodos estendidos de tempo, enquanto
retém a viabilidade da levedura. E concebivel que um processo
para secagem das gotas ou armazenagem das gotas em um
recipiente vedado com vacuo pode ser desenvolvido.

Poncelet e co-operadores (1993) publicaram
trabalhos indicando que o tipo de misturador estatico usado para
criar a dispersdo deve ser considerado. Com seu sistema proposto
usando outro tipo de misturador estatico, conforme oposto ao tipo
Kenics usado nesta pesquisa, pode ser possivel utilizar-se um
misturador de didmetro maior sem comprometer a distribui¢dio de
tamanho das gotas (mantendo-se um coeficiente baixo de
variagio).

Consideragdes adicionais com o processo piloto

existente incluem o sistema a 40 °C e o uso de 6leo vegetal e
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solugdes de cloreto de potéssio para producdo de gota. Devido a
alta temperatura de produgdo, ambos sistemas de aquecimento e
arrefecimento sdo requeridos no processo. O choque térmico
potencial que as células de levedura sdo expostas requer
investigagdo adicional de modo que um assesso pode ser feito
como para implicagdes negativas potenciais. Neste estudo, gotas
de célula imobilizada com altas viabilidades de levedura (acima
de 90%) foram produzidas, mas quaisquer outros efeitos que o
processo pode ter causado na populacido de levedura nio foram
investigados.

Devido ao oleo ser usado para produzir a
emulsdo desejada e, conseqiientemente, a formagdo das gotas, e
desde que o oleo agird como um tenso-ativo, suprimido, desse
modo, a formagdo de espuma, o residuo de 6leo na superficie da
gota € uma emissdo. Embora este residuo ajudaria durante o
estagio de fermentagdo, qualquer transporte na cerveja final seria
prejudicial, visto que espuma é desejavel nos produtos acabados.
Os grandes volumes de solugdo de cloreto de potéssio utilizada
para separar a fase solida (gotas) do 6leo, e 0 método de remover
esta solugdo salina a partir da pasta fluida de gota no bioreator
requer atengdo. De outro modo, pode ser necessario inundar esta
solugdo a partir do reator seguindo a adi¢do de gotas ao reator.

Desde que as gotas de célula imobilizada sdo
produzidas fora do bioreator, técnicas assépticas devem ser
utilizadas através de todo processo de formagdo de gota, e

esterilidade mantida até que as gotas sejam introduzidas no
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bioreator. Os varios pontos de interferéncia entre tanques
proporcionam a oportunidade de contaminagdo, e devem ser
monitorados devido ao fato que a presenca de um contaminante
podia resultar em sua co-imobilizagdo dentro da gota. Como um
resultado de diligéncia dentro do laboratério, foi possivel produzir
consistentemente gotas assépticas. Contudo, o ambiente dentro do
assentamento de uma planta pode ndo ser como hospitaleira
conforme o laboratorio, reqﬁerendo, portanto, controle muito
estrito.

6.2.2 Células de Levedura Flocosas

Uma das formas mais naturais de imobilizacio &
a auto-agrega¢do de microorganismo em flocos de células. Calleja
e Johnson (1977) propuseram trés razdes possiveis para as células
entrarem em contato com outra para formarem agregados, com
todas as propriedades de ligagdo distintivas. A primeira envolve
células de sexos diferentes sendo atraidas a cada outra pela
liberagdo de feromodneos (CZ e fatores a). Este tipo de ligacdo é
temporaria ¢ envolve ligagdo de proteina-proteina entre = e a-
aglutininas ancoradas nas paredes de célula complementares.

Células podem também serem agregadas através
de sua falha em separar da célula mde durante o processo de
enxertamento. Esta falha pode ser inerente & linhagem de levedura
particular, ou pode ser causada por privacio de nutriente ou
mutag¢do de um nuimero de genes. Este fendmeno € referido como

formagdo de cadeia e ndo floculagdo. As ligacdes entre estas
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células podem ser irreversivelmente destruidas por cisalhamento
mecanico (Stratford, 1996).

O terceiro cenario € mais comumente conhecido
como floculagdo. Stewart e Russell (1981) definiram floculagdo
como um “fenémeno reversivel no qual as células de levedura
aderem em grupos e seu sedimento rapidamente a partir do meio
no qual elas sdo suspensas ou elevadas para a superficie do meio”.
Evidéncia extensiva indica que a floculagdo é geneticamente
controlada, € o mecanismo de floculacdo assenta nas moléculas
selecionadas que agem como pontes entre paredes de célula
adjacentes.  Mais especificamente, ¢ ensinado que lectinas
especificas sdo ligadas a o-mannans das células de uniio na
presenca de fons Ca*" (Calleja e Johnson, 1977). Esta ligacdo de
proteina/carbohidrato foi encontrada para ser irreversivelmente
inibida por agentes quelantes, ou por aglicares especificos.

A FIG. 12 representa trés configuracdes de
célula de levedura possiveis, a saber, levedura ndo-flocosa,
levedura de formacdo de cadeia e levedura flocosa. No caso da
levedura de formagdo de cadeia, embora as células tenham se
agregado, ndo € considerada como um tipo de floculacdo, visto
que estas células nunca foram simples para iniciar, e flocula¢io
implica em células simples vindo juntas para formarem uma
massa por causa de condi¢bes ambientais favoraveis (ions (_Za2+ €
nive-is baixos -de agtcares de inibicdo). No caso de células

flocosas, o tamanho especifico do floco pode ser dependente das
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genéticas da célula, bem como das condices hidrodindmicas dos
ions aos quais a célula ¢ cXposta (ambiente de cisalhamento).

AsFIG. 13 e FIG. 14 revelam duas linhagens de
levedura lager Labatt COm graus variantes de floculacdo. A
linhagem de levedura flocosa média LCC3021 ¢ apresentada na
FIG. 13. Na presenca de fons calcio, esta linhagem formarg
agregados de 0.5 mm a 1.0 Mm, uma vez que a glicose tenha sido
desdobrada a partir do meio liquido. A FIG. 14 ¢ um grafico da

nhagem de levedura super-flocosa LCC29(0 que formars flocos
maiores do que | mm de tamanho, e soh ambiente de
cisalhamento baijxo agregara grupos medindo at¢ 5 mm de
didmetro. Sob condigdes moderadamente agitadas, o didmetro do
floco de LCC290 estar entre 1 € 2 mm.

Vérios métodos de medi¢do foram propostos
para o assesso de floculagao de levedura (Speers & Ritcey, 1995;
Akiyama-Jibiki e outros., 1997: Teixera e outros, 1991; Stewart &
Russell, 2000). Em “Brewer’s Yeast” (Stewart & Russell, 2000),
foi proposto que os métodos de floculagio de levedura podem ser
sub-divididos em trés categorias, a saber, métodos de
sedimentagdo, métodos de fermentacio estatica, e observacio
direta de formagao de floco no meio de crescimento.

O método de sedimentacio primeiro descrito
por Burns em 1937 foj modificado por Helm e colegas em 1953, ¢
¢ atualmente parte dos métodos padrdes de analise reconhecidos
pelo Comité Técnico da Sociedade Americana de Quimica de

Fabrico de Bebida Fermentada (1992). Esta técnica € referida
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método de medicdo para floculacao de levedura pela descricdo

visual do njye] de floculacao que ocorre em amostras de
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completado € indesejével, visto que o liquido ndo terd alcangado
seu nivel de alcool e aglicar residual ideal. Na fermentacgdo
continua e em particular, fermentagio continua de tudo de arraste
de ar de elevagdo de gas, a levedura flocosa age como a matriz de
imobilizagdo. Sua tendéncia em assentar é compensada pela
injecdo de gds de espargimento, que a mantém em suspensio.
Com tal sistema, o receio de super-fermentagdo do meio liquido é
eliminado, visto que as parﬁ’culas solidas sdo continuamente
circuladas ¢ mantidas em contato intimo com o liquido de
fermentagio.

Na se¢do 6.2.2.1, as propriedades de
assentamento ¢ a performance de fermentagdo da levedura super-
flocosa, LCC290, foram caracterizadas. O interesse estava na
identificagdo do comego da floculagdo para esta linhagem de
levedura particular. Em adigdo, a velocidade de assentamento da
levedura foi determinada de modo a proporcionar informacio
valiosa que podia ser usada no futuro no desenho de vasos de
assentamento de levedura.

6.2.2.1 Caracterizagdo de Levedura Super-
Flocosa LCC290

Antes de se realizar fermentagdes continuas
com a levedura super-flocosa LCC290 dentro do bioreator de tubo
de arraste de ar de elevacdo de gas, foi decidido caracterizar-se a
levedura em fermenta¢des de frasco batidos em escala de
laboratdrio. A Figura 6.28 mostra a evolugdo da populagio de

levedura com o tempo. Conforme esperado, a concentragio
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aumentou agudamente nas primeiras 48 horas, em seguida
nivelada com uma leve diminuigdo no final da fermentacdo. Nas
primeiras 48 horas, existiram nutrientes o bastante e oxigénio
presente¢ no mosto para permitir crescimento da levedura.
Contudo, como a levedura continua a consumir carbohidratos na
auséncia de oxigénio, ela nio se reproduzira, mas preferivelmente
entrard em sua fase fermentativa anaerobica. Uma vez que o
suprimento de carbohidrato tenha terminado, uma pequena
populacdo de levedura comega a morrer. Este fendmeno ¢
representado na Figura 6.29, onde a viabilidade da célula diminui
de aproximadamente 97 % para imediatamente acima de 90 %.

A Figura 630 mostra o consumo de
carbohidratos com o curso de fermentacdo. As células de levedura
primeiro consomem 0s agucares simples glucose e fructose, em
seguida seqiiencialmente a maltose e maltriose. A levedura de
fabrico de bebida fermentada ndo pode metabolizar ou
maltotetrose ou os polissacarideos de cadeias mais longas (poli 1
& 2). Como a concentragdio de carbohidrato total diminui
(representada pela curva de gravidade especifica na Figura 6.31),
a concentragdo de etanol aumenta proporcionalmente. Em
aproximadamente 37 horas na fermentagdo, as concentra¢des de
etanol e carbohidrato foram iguais.

De uma perspectiva de crescimento e
metabolismo de carbohidrato, parece que a levedura super-flocosa
se comportou como a linhagem de levedura industrial LCC3021.

A fermentagdo pareceu alcancar completagiio quando a gravidade
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especifica do liquido alcangou aproximadamente 2.7 °P. E comum
as linhagens de levedura flocosa formarem grupos maiores
(flocos), e assentarem fora da solucdo antes do término da
fermentagdo; este fendmeno € conhecido na industria de fabrico
de bebida fermentada como uma fermentagio “suspensa”. Em
nossos ensaios de dosagem, nos fomos capazes de terminar a
fermentacdo porque os frascos foram agitados mantendo,
portanto, a levedura em susp‘ensﬁo ¢ em contato intimo com o
sup.imento de nutriente.

Outra  caracteristica importante que foi
investigada foi a capacidade da levedura de flocular. Em
particular, nds estamos interessados em estabelecer a velocidade
com a qual a levedura assentaria, bem como obter uma indicagdo
de quando esta linhagem de levedura particular comecaria a
floculag@o. Ambas estas caracteristicas sdo de importancia para os
ensaios de fermentagdo continuos a medida que eles
desempenham um papel na manutencdo de uma populagdo de
levedura saudavel dentro do fermentador de elevacio de gas. A
Figura 6.32 mostra curves de assentamento de levedura sobre o
curso de fermentagdo. Muito pouco assentamento ocorreu na
amostra testada em 24 horas na fermentagdo. A floculagio &
inibida pela presenga de certos agucares; glucose ¢ um inibidor
conhecido, conseqlientemente a floculagio comecard somente
uma vez que este inibidor tenha sido desdobrado. Na amostra em
fermentagdo de dosagem de 40 horas, as células comegam a

flocular ¢ assentar fora de solugfo quando testada usando-se o
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método descrito na se¢do 4.7. O assentamento foi muito rapido
para todos os intervalos testados, exceto em 24 horas quando
nenhum assentamento ocorreu. Durante o ensaio de assentamento
mais lento, conduzido em 40 horas, a levedura levou 90 segundos
para assentar completamente fora do aparelho de teste. Em 71
horas, menos do que 50 segundos foram requeridos para
assentamento.

Os pesquisadores tém proposto que a taxa de
assentamento ¢ uma fungdo da concentragdo de sélidos (Coe e
Clevenger, 1916). A Figura 6.33 plota a velocidade de
assentamento dos s6lidos em uma dada concentragdo de célula de
levedura. Os pontos de dados para esta curva foram gerados
usando-se 0 método proposto por Kynch ( 1952) nos dados de
assentamento coletados em cada intervalo de fermentacdo. Os
resultados assentam em aproximadamente a mesma curva,
confirmando o mesmo fenémeno que Coe e Clevenger (1916)
tinham observado.

Os resultados coletados durante o teste de
assentamento indicaram que a linhagem de levedura super-flocosa
LCC290 floculard em gravidades especificas de liquido de 6 °P e
inferior. Este valor pode ser usado como um guia para
fermentagdes continuas para indicar se a gravidade especifica de
liquido de pseudo estado constante deve ser mantida se & desejado
manter as células floculadas. Operando-se o reator acima de 6 °P,
correria-se o risco de desestabilizar as células floculadas €,

possivelmente, conduziria a lavagem da populacio de levedura
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imobilizada. As caracteristicas de assentamento da levedura
super-flocosa indicam que a populacio de levedura assentaria
muito rapidamente se estagnante ¢ deixado. Com um bioreator de
tubo de arraste de ar de elevacdo de gas de trés fases, serd
possivel manter-se estas células em circulagio: contudo, no caso
de uma falha no sistema de suprimento de gas, a populacdo de
célula assentaria rapidamente e, possivelmente, necessitaria de
s de aspergimento auxiliar para re-suspender os soélidos. Para o
processamento de poés-fermentagdo, esta caracteristica de
assentamento rapido € vantajosa a medida que dispositivos de
separagdo de solidos, tais como assentadores de gravidade, podem
ser usados para remog¢do de sélidos densos. Na inddstria de
fabrico de bebida fermentada, isto diminuiria a carga de sélidos
no equipamento de centrifugagdo e, portanto, permitiria tempos
de curso mais longos entre as descargas de cagamba centrifuga.
Menos perdas de cerveja seriam esperadas e o nivel de aromas
concedido a cerveja pela centrifuga (embora minimo) seria
mintmizado por causa dos niveis inferiores de biomassa de

levedura que passam através da centrifuga.
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FIGURA 6.28

CONCENTRACAO DE

CELULA DE LEVEDURA TOTAL DE FERMENTACOES
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DE

FERMENTACAO. A

FERMENTACAO FOI MANTIDA A 15 °C,

TEMPERATURA

Viabilidade(%)

100

DE

85 .

50 \\L

85

80

[ R

{0 [ S

65

60

55

50

0 50 100 150 200

Tempo de fermentag3o(h)

|

FIGURA 6.29 VIABILIDADE DE CELULA
DE LEVEDURA CONFORME MEDIDA POR AZUL DE
METILENO VERSUS TEMPO DE FERMENTACAO.
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FIGURA 6.30 PERFIS DE

CONCENTRACAO DE CARBOHIDRATO VERSUS
TEMPO DE FERMENTACAO PARA FERMENTACOES
DE DOSAGEM DE LEVEDURA LCC290.
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FIGURA 6.31 CONCENTRACOES DE
ETANOL E GLICEROL E GRAVIDADE ESPECIFICA DE
LIQUIDOS VERSUS TEMPO DE FERMENTACAO PARA
FERMENTACOES DE DOSAGEM DE LEVEDURA
LCC290.

ce ,
_J

W w N

o 0o ;o

NN

- aa
o W,
'

?ltyra de interfa
cm
[ N4, ]

0 100 200 300 400

Tempo de assentamento(s)
i—e——24h —5—40h —4—48h —@—64 h —A—71h —m—192 h




n

5

157

FIGURA 6.32 ALTURA DE INTERFACE
DE UMA SUSPENSAO DE LEVEDURA VERSUS TEMPO
DE ASSENTAMENTO. OS VALORES PARA FESTE
GRAFICO FORAM COLETADOS EM VARIOS
INTERVALOS DE FERMENTACAO.
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FIGURA 6.33 VELOCIDADE DE
ASSENTAMENTO DE UMA SUSPENSAO DE LEVEDURA
VERSUS CONCENTRACAO DE CELULA. OS VALORES
PARA ESTE GRAFICO FORAM COLETADOS EM
VARIOS INTERVALOS DE FERMENTACAO.

6.3 ASSESSO DE TECNOLOGIA DE
ELEVACAO DE GAS PARA FERMENTACAO CONTINUA DE
CERVEJA

O primeiro e mais importante objetivo desta tese

foi avaliar a seguran¢a de operagdo do bioreator de elevagio de

gas em escala piloto de 50-L no modo continuo usando gotas de
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gel de k-carrageenan para prender células de Saccharomyces
carlsbergensis (descrito na se¢do 6.2.1). Em adicdo, foi nosso
desejo investigar se uma cervaja Norte Americana tipo lager de
qualidade de aroma aceitdve! podia ser produzida com tal sistema.
Nos também tentamos determinar o tempo de residéncia minimo
requerido para atenuagdo completa do mosto de alta gravidade
(17.5 °P), bem como estabelecer uma faixa de operagdo para o
oxigénio dentro do sistema de fermentagdo continuo.

O tempo de residéncia minimo onde todos os
aguicares de mosto foram consumidos foi 24 horas. Isto pode ser
comparado com um tempo de fermentagdo de dosagem classico
de cinco a sete dias. A concentracdo de oxigénio dissolvido
medida pela sonda de oxigénio Ingold no local dentro do
bioreator estava proxima de zero, indiferente do oxigénio
adicionado ao gas de aspergimento (variado de 0 a 20% v/v). Isto
indica que o oxigénio suprido no mosto foi ou consumido
rapidamente pelas células de levedura, ou foi simplesmente
ventilado no gas de saida. O nivel de células livres no sobre-fluxo
de cerveja foi na ordem de 10° células por mL de cerveja verde.
Os niveis das dicetonas vicinais, diacetil e 2,3-pentanodiona, bem
como o nivel de acetaldeido, diminuiu com a diminui¢do das
proporgdes de oxigénio no gas de aspergimento (Figuras 6.34 e
6.35). Os ésteres medidos (etil acetato e isoamil acetato) e 4lcoois
mais altos (propanol, isobutanol, isoamil 4lcool), ndo parecem

serem afetados pela mudanga no suprimento de oxigénio (Figura
6.36).
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A Figura 6.37 compara vérios compostos de
aroma ativo em duas vervejas testes acabadas produzidas com o
sistema de célula imobilizada continuo em uma cerveja de
controle produzida industrialmente (fermentagdo de dosagem de
célula livre). Algumas diferengas nos ésteres (etil acetato, isoamil
acetato) e em &lcoois mais altos (propanol), foram
consistentemente observadas entre a cerveja continuamente
fermentada e o controle, indiferente do nivel de suprimento de
oxigénio. O gosto da cerveja acabada produzida com 2% de
oxigénio foi julgado por um painel de gosto treinado para ser
relativamente proximo a cerveja de controle (produto industrial).
A cerveja produzida com 20% de oxigénio, contudo, foi julgada
inaceitavel, com sinais de oxida¢do de aroma e um gosto de
“papel” e “vinho”.

No estado pseudo-constante, o bioreator de
escala piloto foi operado com um tempo de residéncia de 24 horas
sobre um periodo de 6 semanas. A cerveja “verde” tinha um perfil
de aroma aceitavel, e nenhum defeito maior (tragos de enxofre)
foi notado. A quantidade de oxigénio no gas de aspergimento
comprovou ser um elemento critico nesta experimentacio.
Cervejas produzidas com 2 a 5 % de oxigénio no gas de
aspergimento deram os melhores perfis de sabor. Este ponto de
controle critico necessita de atengdo adicional com o foco nas
técnicas de medicdo de oxigénio mais precisas com medicdes
realizadas em um conjunto maior de analistas de pré-fermentagio

e pos-fermentacio.
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Na fermentagdo primaria de dosagem
tradicional, o mosto ¢ dosado com oxigénio antes de ser
transferido no fermentador. Apds inoculacdo do meio, a
concentragdo de oxigénio dissolvido diminui rapidamente a
medida que as c€lulas de levedura o consome (primeiras 24 horas
de fermentacgdo se crescimento de levedura ocorre). O restante da
fermentagdo €, portanto, efetuada sob consi¢cdes muito
anaerobicas. O uso de um sistema homogéneo continuo para
fermentagdo primdria ndo permite esta mudanca de concentragdo
de oxigénio com o tempo. Por esta razdo, pode ser muito dificil
alcangar uma equiparagdo de aroma completa para a cerveja
produzida usando-se fermentagdes continuas e de dosagem.

Indiferente destas diferencas, a configuracio de
bioreator testada neste assesso inicial produziu uma crveja com
uma qualidade de aroma aceitavel e perfil analitico. Pelo uso de
um bioreator de elevagdo de gis com gotas de tamanho
relativamente pequeno (~1 mm), foi possivel aumentar a
produtividade do bioreator volumétrico pela reducdo do tempo
para fermentagdo primaria por varios dias. O nivel de biomassa
liberado na cerveja existente mostrou que o nivel de crescimento
de levedura no bioreator de célula imobilizada foi equivalente
aquele da fermentagdo de dosagem de célula livre sob condigdes
similares. Estas observagdes confirmam a confianca de formacéo
de aroma no nivel de crescimento de levedura. Isto podia explicar
a falha de tentativas anteriores de produzir cerveja aceitivel com

sistemas de célula imibilizada de crescimento restrito. O



N

161

suprimento de uma mistura de gés controlada pode ser uma
ferramenta poderosa no ajuste fino de propriedades organolépticas
da cerveja em fermentagdes de célula imobilizada continua.

O alto nivel de diacetil no liquido existente foi
também observado por outros pesquisadores (Virkajarvi &
Pohjala, 1999; Kronlof ¢ outros., 2000). Nas cervejas Norte
Americanas tipo lager, o nivel alvo de diacetil ¢ 30 mg/L,
conforme comparado aos niveis de 400-800 mg/L no liquido de
fe. mentagdo continuo existente. O uso de tecnologia de
envelhecimento tradicional (envelhecimento a frio a 2 °C por 14
dias) abaixou o diacetil para a faixa desejada, mas para o
detrimento de produtividade de processo total. O uso da
tecnologia de fermentagdo secundaria rapida reportada no
Capitulo 2 ajudaria a reduzir o diacetil sem abaixar
significantemente a produtividade (2 horas de processo). Os
custos adicionais, contudo, podem ser proibitivos, e todos os
fabricantes de cerveja podem ndo querer submeter sua cerveja a

altas temperaturas (80 °C a 90 °C).
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FIGURA 634 CONCENTRACAO DE
DICETONAS VICINAIS VERSUS PERCENTAGEM DE
OXIGENIO NO GAS DE ASPERGIMENTO. AS
FERMENTACOES FORAM EFETUADAS NO SISTEMA
DE ELEVACAO DE GAS DE 50-L. CARREGADO COM
GOTAS DE GEL DE CARRAGEENAN 40% (V/V). A TAXA
DE GAS DE ASPERGIMENTO TOTAL FOI MANTIDA
CONSTANTE A 6.4 SCFH. O TEMPO DE RESIDENC]A
FOI 24 HORAS.
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FIGURA 6.35. CONCENTRACAO DE
ACETALDEIDO  VERSUS  PERCENTAGEM  DE
OXIGENIO NO GAS DE ASPERGIMENTO. AS
FERMENTACOES FORAM EFETUADAS NO SISTEMA
DE ELEVACAO DE GAS DE 50-L. CARREGADO COM
GOTAS DE GEL DE CARRAGEENAN 40% (V/V). A TAXA
TOTAL DE  ASPERGIMENTO FOI MANTIDA
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CONSTANTE EM 6.4 SCFH. O TEMPO DE RESIDENCIA
FOI 24 HORAS.
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FIGURA 6.36. CONCENTRACAO DE
ESTERES E  ALCOOIS AMILICOS  VERSUS
PERCENTAGEM DE OXIGENIO NO GAS DE
ASPERGIMENTO. AS FERMENTACOES FORAM
EFETUADAS NO SISTEMA DE ELEVACAO DE GAS DE
50-L CARREGADO COM GOTAS DE GEL DE
CARRAGEENAN 40% (V/V). A TAXA TOTAL DE
ASPERGIMENTO FOI MANTIDA CONSTANTE EM 6.4
SCFH. O TEMPO DE RESIDENCIA FOI 24 HORAS.



164

Acetaldeido

Diacetil(qi&j//i////:;
[N
1 i [ N /

FIGURA  6.37. COMPARACAO DE
PRODUTO ACABADO PRODUZIDO COM 2% DE
OXIGENIO E 20 % DE OXIGENIO NO GAS DE
ASPERGIMENTO VERSUS A CERVEJA
INDUSTRIALMENTE PRODUZIDA E LIMITES DE
SABOR. PARA OS PRODUTOS DE FERMENTACAO
CONTINUA, AS FERMENTACOES FORAM EFETUADAS
NO SISTEMA DE ELEVACAO DE GAS DE 50-L
CARREGADO COM GOTAS DE GEL DE
CARRAGEENAN 40% (V/V). A TAXA TOTAL DE
ASPERGIMENTO FOI MANTIDA CONSTANTE EM 6.4
SCFH. O TEMPO DE RESIDENCIA FOI 24 HORAS.
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6.4 TAXAS DE MISTURA E CIRCULACAO DE
FERMENTACOES DENTRO DE UM BIOREATOR DE TUBO
DE ARRASTE DE AR DE ELEVACAO DE GAS DE TRES FASES

Experimentos de mistura foram conduzidos
usando-se o metodo de injecdo de 4cido esbogado na secdo 4.8.
Os objetivos desta fase de experimentacdo foram dois. Nos
queremos primeiro assessar se o sistema de elevagio de gas foi
bem misturado pelo calculo da taxa de circulagdo de liquido e
ten.po de mistura resultante para um numero de veiculos de
imobiliza¢do em velocidades de fluidizagdo superficial diferentes.
A distribui¢do destes ensaios daquela reportada na literatura foi
que a experimentagdo total foi conduzida no meio de fermentacio
atual com células de levedura ativas preferivelmente do que nas
solugdes modelos  (sistemas de  4gua-sélido-gas). Estes
experimentos de mistura foram também gerados em direcdio ao
calculo das velocidades de liquido superficial, que podia ser
usado para a escala futura do sistema piloto.

6.4.1 Calibragido da Sonda

A sonda de pH utilizada nos estudos de mistura
foi calibrada usando-se o método descrito na se¢io 4.8. O sinal de
4-20 mA emitido a partir da sonda de pH foi passado através de
um resistor de 250 Ohm, e transformado em um sinal de 1 - 5
Volts, que podia ser registrado pelo cartdo de aquisicio de dados
(DAC). A sonda de pH foi imersa sequencialmente em uma série
de tampdes conforme se segue: pH de tampao 4.6, pH de tampdo

4.0, pH de tamp@o 5.0, pH de tamp@o 6.0, e finalmente no pH de
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tampado 7.0 (Padrdes certificados de Beckman, Cole Parmer). A
Figura 6.38 apresenta os dados coletados pelo sistema de
aquisi¢do para a resposta da sonda de pH Ingold para as solugoes
de pH padrdo 5. A Figura 6.39 ¢ a curva de calibracdo de sonda
de pH plotando o valor do pH atual versus a voltagem de sinal
medida. A curva de calibragdo melhor ajustada para este sistema
(coeficiente de correlagdo de 0.9996) foi definida pela seguinte
equacgio:

pH = 3.68 * Voltagem — 3.53

(6.1)

Os dados de mistura coltados foram
transformados usando-se a equacdo 6.1 para refletir os valores de
pH atuais conforme medidos dentro do bioreator de elevacio de
gas.

O tempo de resposta da sonda de pH para uma
mudanga no pH foi também medido. As Figuras 6.40 a 6.43
representam a resposta tipica da sonda de pH para quatro etapas
de mudanga diferentes no pH, a saber, 0.6, 1.2, 2.3 e 3.4 unidades.
Os dados originais foram assentados em uma funcio de pulso
usando-se as capacidades de composi¢do dos dados de plotagem
da Curva de Tabela 2D (Jandel Scientific) e software de analise.
Os ajustes da curva resultante tinham coeficientes de correlagdo
maiores do que 0.994. A partir destas curvas, o tempo para a
sonda responder a 98 % da mudanga de etapa (tempo de resposta)
foi calculado e, em seguida, plotado versus a mudanca de etapa de

pH (Figura 6.44). O tempo de resposta declinado com a mudanca
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de etapa de pH nas faixas testadas. Para a mudanca de etapa
menor de 0.6, o tempo de resposta da sonda de pH foi ~ 6,4
segundos. O tempo de resposta diminuiu para cerca de 4.2
segundos para uma mudanca de etapa de pH de 3 4.

Este tipo de caracterizagdo de sonda ¢
importante, especialmente quando o sistema estd sendo usado
para a avalia¢do do tempo de mistura e taxa de circulacdo. A
sonda deve ter um baixo tempo de resposta para ela refletir
mudangas no meio que estd medindo. Em particular, o tempo de
resposta da sonda de pH deve ser mais baixo do que a taxa de
cireulagdo dentro do reator se ele ¢ para ser precisamente usado
em tal arranjo. Uma resposta quase instanténea ndo ¢, contudo,
necessaria, visto que um leve retardo na resposta simplesmente
sera refletido nas medicdes de taxa de circulagdo consecutivas e,

portanto, anuladas.
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FIGURA 638 DADOS ORIGINAIS
ADQUIRIDOS PELO SISTEMA DFE AQUISICAO DE
DADOS PARA A RESPOSTA DA SONDA DE pH INGOLD
PARA VARIAS SOLUCOES TAMPAO VERSUS TEMPO.
A FREQUENCIA DE AQUISICAO FOI 50 Hy PARA UM
TOTAL DE 15000 PONTOS.

FIGURA 6.39 CURVA DE CALIBRACAO
DE SONDA DE pPH COM PLOTAGEM DE pH VERSUS
VOLTAGEM MEDIDA (V). A LINHA DE MFELHOR
AJUSTE OU LINHA DE CALIBRACAO TEM A
SEGUINTE EQUACAO: pH = 3.68*VONTAGEM - 3.33
COM UM COEFICIENTE DE CORRELACAO DE 0.9996.
(N=2500)
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MUDANCA DE ETAPA DE PH DE ~1.2. A RESPOSTA FOI
AJUSTADA USANDO-SE O SOFTWARE DE CURVA DE
TABELA. A FUNCAO DE PULSO MELHOR AJUSTADA
TINHA UM COEFICIENTE DE CORRELACAO DE 0.999.

Valtagem(V)
Veltagem(V)

Tempo de resposta(s)

FIGURA 642 DADOS TiPICOS DE
TEMPO DE RESPOSTA DE SONDA DE pH PARA UMA
MUDANCA DE ETAPA DE pH DE ~2.3. A RESPOSTA FOI
AJUSTADA USANDO-SE SOFTWARE DE CURVA DE
TABELA. A FUNCAO DE PULSO MELHOR AJUSTADA
TINHA UM COEFICIENTE DE CORRELACAO DE 0.999,
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FIGURA 6.44 TEMPO DE RESPOSTA DE
SONDA DE PH INGOLD PARA UMA MUDANCA DE
ETAPA (N = 3). AS SONDAS FORAM IMERSAS NO
TAMPAO DE PH MAIS ALTO, EM SEGUIDA
IMEDIATAMENTE SUBMETIDAS AO TAMPAO DE PH
MAIS BAIXO DE 4.0. A LINHA DE MEHOR AJUSTE
PARA CADA CURVA DE RESPOSTA FOI UTILIZADA
PARA CALCULAR O TEMPO NECESSARIO PARA A
SONDA ALCANCAR 98% DA MUDANCA DE ETAPA.

6.4.2 Tempo de Mistura e Taxas de Circulagio

Experimentos de tempo de mistura e taxa de
circulagdo foram realizados em trés tipos de fermentacdes de
célula imobilizada. A experimentacio foi efetuada dentro do
bioreator de tubo de tiragem de ar de escala piloto de 50-L em
uma solu¢do de dgua modelo ndo contendo sélido ¢, em seguida,
no caldo de fermentag¢do com uma gravidade especifica de 2.7 °P
contendo ou gotas de gel de L-carrageenan, levedura super-
flocosa LCC290, ou levedura flocosa média LCC3021. As
Figuras 6.45 e 6.46 sdo representacdes de amostra dos dados de
matéria coletados usando-se o sistema de sonda de pH apods a
injecdo de um pulso 4cido (método descrito na secdo 4.8). A
Figura 6.45 ilustra a resposta da sonda de pH a uma injecdo de
acido em uma solugéo de agua nfo contendo solidos, enquanto a
Figura 6.46 ¢ a resposta a injecdo de acido em um caldo de
fermentacdo contendo a levedura altamente flocosa LCC290. Os

sinais foram ajustados para uma curva senoidal decadente e
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coeficientes de correlagdo de 0.96 e 0.90, respectivamente, e
foram calculados para as equagdes correspondentes. Qs

¢ 9>

parametros de ajuste “b” e “c” nos graficos correspondem aos
valores “a” e “Z” descritos na equagdo senoidal decadente (3.1).
Estes valores numéricos foram usados nas equagdes 3.2 ¢ 3.3 para
calcular a taxa de circulagdo e o tempo de mistura para o dado
sistema. O Apéndice B contém os dados de mistura
remanescentes € ajustes de curva para todas as experimentagdes.
As Figuras 6.47 e 6.48 sdo graficos de tempo de
mistura e taxa de circulagdo para uma inje¢do de 4cido em uma
solugéo de dgua ndo contendo sélidos. As Figuras 6.49 e 6.50 sdo
os graficos correspondentes para os experimentos de mistura
usando-se levedura altamente flocosa LCC290, enquanto 0s
resultados a partir dos testes de mistura de __-carrageenan sio
apresentados nas Figuras 6.51 e 6.52. Finalmente, o tempo de
mistura € tempo de circuilagdo da levedura flocosa média
LCC3021 sdo mostrados nas Figuras 6.53 e 6.54. Indiferente do
tipo de sélidos testado, ambos o tempo de mistura e a taxa de
circulagio diminuem com os aumentos correspondentes na
velocidade de gés superficial. O relacionamento entre a taxa de
circulagdo ¢ velocidade de liquido superficial segue a equacgio
3.11 proposta por Kennard e Janekah (1991) para todos os quatro
sistemas testados. O tempo de mistura segue o relacionamento nas
equagdes 3.11 para o sistema agua/sem solidos e o sistema de
gota de gel de O-carrageenan. Ambos os sistemas com levedura

flocosa como a matrix de imobilizagdo ndo mostram uma forte



[0

15

20

25

174

correlacdo ao modelo tedrico de Kennard e Janekah. Os sistemas
de LCC290 ¢ LCC3021 t€ém tempos de mistura iniciais (até que a
velocidade de gas superficial exceda 4 mm/s) menores do que
prognosticados pelo modelo. A taxa de diminuigdo no tempo de
mistura, contudo, diminui em velocidades de gas superficial
maiores do que 4 mm/s, enquanto o modelo abaixa os valores. A
Tabela 6.1 proporciona as equagdes derivadas para tempo de
circulacdo e tempo de misfura, conforme eles se relacionam a
velocidade de gds superficial.

A Figura 6.55 ilustra o tempo de mistura versus
o relacionamento da velocidade de gas superficial para todos os
quatro sistemas. O cendrio de agua/sem sélidos demonstra o
tempo mais alto para 98 % de mistura de um pulso de pH (~220
segundos em V,, de 3 mm/s), e o sistema de LCC290 mostrou a
melhor capacidade de minimizar o efeito de um pulso de acido no
sistema (~110 segundos em V,, de 3 mm/s). Os valores para a
LCC3021 e o sistema de Ji-carrageenan estavam entre os sistemas
de agua/sem sélidos e o LCC290. Os sélidos no interior do
bioreator de elevagdo de gas ajudam a dispersdo de elemenos de
fluido de fase liquida pela estimulagdo da formacdo de turbilhdes
e promo¢do de mistura co-axial. A levedura super-flocosa
LCC290, embora no mesmo carregamento de sélidos (16 %
peso/volume) como a levedura flocosa média LCC3021, permite
tempos de mistura mais rapidos em todas as velocidades de gas

superficial testadas.
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A Figura 6.36 representa o tempo de circulacdo
versus velocidade de gas superficial para todos os sistemas
testados. Em uma velocidade de géas superficial de 2 mm/s, o
tempo de circulagdo variou entre 28 segundos e 35 segundos, com
o sistema de dgua/sem sélidos tendo a taxa de circulagdo mais
rapida, e o sistema de LCC290 revelou a taxa de circulagdo mais
rapida. Em velocidades de gas mais altas, a diferenca entre os
quatro sistemas foi reduzidé para aproximadamente 3 segundos.
Em todas as velocidades testadas, contudo, o sistema de LCC290
demostrou taxas de circualgdo levemente mais baixas, enquanto o
sistema agua/sem solidos tem taxas de circulagdo mais rapida.

A Figura 6.57 ilustra o relacionamento entre a
velocidade de gds superficial e a velocidade de liquido superficial.
A Equagdo 3.7 proposta por Livingston e Zhang (1993) foi
utilizada para calcular a velocidade de liquido superficial para
uma dada taxa de circulagdo e tipo de sélido. A velocidade de
liquido superficial aumenta com aumentos correspondentes na
velocidade de gas superficial . Os sistemas de LCC3021 e de
agua/sem solidos tém tendéncias similares, enquanto os sistemas
de LCC290 e de k-carrageenan mostraram algumas similaridades.
A equagdo modelo sugerida por Kennard e Jenekah foi ajustada as
curvas de velocidade de liquido superficial versus velocidade de
gas superficial na Figura 6.57. A Figura 6.58 plota a velocidade
de liquido superficial calculada experimentalmente versus a
velocidade de liquido superficial teoricamente calculada usando-

se a equacdo 3.10. Todos os quatro sistemas se ajustam & equagio
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proposta conforme indicado pela funcio linear com inclinacio de
I eorigememy=0. A Tabela 6.1 lista as correlagdes que foram

derivadas para os sistemas que foram testados neste trabalho de

pesquisa.
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FIGURA 6.45 DADOS DE RESPOSTA DE
SONDA DE PH DENTRO DE UM BIOREATOR DE TUBO
DE TIRAGEM DE AR DE ELEVACAO DE GAS DE 50 L.
UM PULSO DE ACIDO FOI INJETADO EM UMA
SOLUCAO DE AGUA NAO CONTENDO SOLIDOS. A
VELOCIDADE DE GAS SUPERFICIAL FOI AJUSTADA
EM 1.94 MM/S. O DADO ORIGINAL FOI AJUSTADO
PARA UMA CURVA SENOIDAL DECADENTE. O
COEFICIENTE DE CORRELACAO FOI 0.96.



177

Rank 1 Egn 8001 -[UDF 1) y=Sine decay(a,b,c,d)
r’=0.89998615 DF Adj r'=0.89993725 FitStdErr=0.016230014 Fstat=24545.221
a=C.28431857 b=0.040116083

©=0.17953988 d=2 4564802

55 e -
0.3 l ‘ ﬁ‘*\,\\“; 0.3
| | ! ! | ‘ ;

02 ] [ R S X 1 ‘
l T ! [ e R b —i0.2
i ! | [ ; |
o b 1. N . | | |
1 St S S R R T '
I N R T e
1 AR ) cemede o = s
a. _*_» B R e L P s PO IO '
I Fl LT ey . ' B
ST I B e o e T dreeeee
RN Tz 1 Pt "
] 3 -3 P - | Y ..‘_-. .___.._-_,-.._.,! . . i
- | : T ! . T i ..___..,‘_.4,...,'; - T o 0.1 -
_‘.' - . TP I e e R ':" S0
' H 1 i ! '
H i ] I | i
03 i . | S S S [ ! 'l
l ] 5 I ‘, o """‘"'“""'!"' o ""‘[' o ‘0.3
| | | | | | |
044 _ ! i | i i 0.4
—.Mlx—l__‘___ -
Q 50 100 150
Tempo(s)

FIGURA 6.46 DADOS DE RESPOSTA DE
SONDA DE pH DENTRO DE UM BIOREATOR DE TUBO
DE TIRAGEM DE AR DE ELEVACAO DE GAS DE 50 L.
UM PULSO DE ACIDO FOI INJETADO EM UM MEIO DE
FERMENTACAO CONTENDO LEVEDURA ALTAMENTE
FLOCOSA LCC290. A VELOCIDADE DE GAS
SUPERFICIAL FOI AJUSTADA EM 1.94 MM/S. O DADO
ORIGINAL FOI AJUSTADO PARA UMA CURVA
SENOIDAL DECADENTE. O COEFICIENTE DE
CORRELACAO FOI 0.90.
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FIGURA 6.47 TEMPO DE MISTURA
VERSUS VELOCIDADE DE GAS SUPERFICIAL EM UM
BIOREATOR DE TUBO DE TIRAGEM DE AR DE
ELEVACAO DE GAS DE 50 L. UM PULSO DE ACIDO FOI
INJETADO EM UMA SOLUCAO DE AGUA NAO
CONTENDO SOLIDOS. O TEMPO DE MISTURA
CORRESPONDE AO TEMPO NECESSARIO PARA 98%
DA MUDANCA DE ETAPA SER ANULADA. (N = 3)
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FIGURA 6.48 TEMPO DE CIRCULACAO
VERSUS VELOCIDADE DE GAS SUPERFICIAL EM UM
BIOREATOR DE TUBO DE TIRAGEM DE AR DE
ELEVACAO DE GAS DE 50 L. UM TUBO DE ACIDO FOI
INJETADO EM UMA SOLUCAO NAO CONTENDO
SOLIDOS. (N = 3)
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FIGURA 6.49 TEMPO DE MISTURA
VERSUS VELOCIDADE DE GAS SUPERFICIAL EM UM
BIOREATOR DE TUBO DE TIRAGEM DE AR DE
ELEVACAO DE GAS DE 50 L. UM PULSO DE ACIDO FOI
INJETADO EM UM MEIO DE FERMENTACAO
CONTENDO A LEVEDURA ALTAMENTE FLOCOSA
LCC290 (TAMANHO DE FLOCO > 1.0 MM). O TEMPO
DE  MISTURA  CORRESPONDE AO TEMPO
NECESSARIO PARA 98% DA MUDANCA DE ETAPA A
SER ANULADA (N = 3)
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FIGURA 6.50 TEMPO DE CIRCULACAO
VERSUS VELOCIDADE DE GAS SUPERFICIAL EM UM
BIOREATOR DE TIRAGEM DE AR DE ELEVACAO DE
GAS DE 50 L. UM PULSO DE ACIDO FOI INJETADO EM
UM  MEIO DE FERMENTACAO CONTENDO A
LEVEDURA  ALTAMENTE  FLOCOSA  LCC290
(TAMANHO DE FLOCO > 1.0 MM). (N = 3)
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FIGURA 651 TEMPO DE MISTURA
VERSUS VELOCIDADE DE GAS SUPERFICIAL EM UM
BIOREATOR DE TUBO DE TIRAGEM DE AR DE
ELEVACAO DE GAS DE 50 L. UM PULSO DE ACIDO FOI
INJETADO EM UM MEIO DE FERMENTACAO
CONTENDO LEVEDURA LCC3021 IMOBILIZADA COM
GOTAS DE GEL DE U-CARRAGEENAN (TAMANHO DE
GOTA 12 MM). O TEMPO DE MISTURA
C YRRESPONDE AO TEMPO NECESSARIO PARA 98Y%
DA MUDANCA DE ETAPA A SER ANULADA. (N =3)
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FIGURA 6.52 TEMPO DE CIRCULACAO
VERSUS VELOCIDADE DE GAS SUPERFICIAL EM UM
BIOREATOR DE TUBO DE TIRAGEM DE AR DE
ELEVACAO DE GAS DE 50 L. UM PULSO DE ACIDO FOI
INJETADO EM UM MEIO DE FERMENTACAO



15

182

CONTENDO LEVEDURA LCC3021 IMOBILIZADA COM
GOTAS DE GEL DE U-CARRAGEENAN (TAMANHO DE
GOTA 1-2 MM). (N = 3)
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FIGURA 6.53 TEMPO DE MISTURA
VERSUS VELOCIDADE DE GAS SUPERFICIAL EM UM
BIOREATOR DE TUBO DE TIRAGEM DE AR DE
ELEVACAO DE GAS DE 50 L. UM PULSO DE ACIDO
FOI INJETADO EM UM MEIO DE FERMENTACAO
CONTENDO A LEVEDURA FLOCOSA MEDIA LCC3021
(TAMANHO DE FLOCO < 0.5 MM). O TEMPO DE
MISTURA CORRESPONDE AO TEMPO NECESSARIO
PARA 98% DA MUDANCA DE ETAPA SER ANULADA. (N
=3)
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FIGURA 6.54 TEMPO DE CIRCULACAO

VERSUS VELOCIDADE DE GAS SUPERFICIAL EM UM
BIOREATOR DE TUBO DE TIRAGEM DE AR DE
ELEVACAO DE GAS DE 50 L. UM PULSO DE ACIDO FOI
INJETADO EM UM MEIO DE FERMENTACAO
CONTENDO A LEVEDURA FLOCOSA MEDIA LCC3021
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FIGURA 6.55 TEMPO DE MISTURA
VERSUS VELOCIDADE DE GAS SUPERFICIAL EM UM
BIOREATOR DE TUBO DE TIRAGEM DE AR DE
ELEVACAO DE GAS DE 50 L. UM PULSO DE ACIDO
FOI INJETADO EM UM MEIO DE FERMENTACAO
CONTENDO SOLIDOS DIFERENTES. O TEMPO DE
MISTURA CORRESPONDE AO TEMPO NECESSARIO
PARA 98% DA MUDANCA DE ETAPA SER ANULADA. (N
=3)
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FIGURA 6.56 TEMPO DE CIRCULACAO
VERSUS VELOCIDADE DE GAS SUPERFICIAL EM UM
BIOREATOR DE TUBO DE TIRAGEM DE AR DE
ELEVACAO DE GAS DE 50 L. UM PULSO DE ACIDO FOI
INJETADO EM UM MEIO DE FERMENTACAO
CONTENDO SOLIDOS DIFERENTES. (N = 3)
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FIGURA 6.57 VELOCIDADE DE LiQUIDO
SUPERFICIAL (MM/S) VERSUS VELOCIDADE DE GAS
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FIGURA 6.58 VELOCIDADE DE LiQUIDO
SUPERFICIAL TEORICA (MM/S) VERSUS VELOCIDADE
DE LiQUIDO SUPERFICIAL EXPERIMENTAL (MM/S)
PARA OS QUATRO SISTEMAS TESTADOS. O VALOR
TEORICO FOI CALCULADO USANDO-SE O SEGUINTE
RELACIONAMENTO CONFORME PROPOSTO POR
KENNARD E JANEKAH (1991): V, «V.". A LINHA
LINEAR TEM UMA INCLINAC[\O DE 1 E UMA
INTERCEPTACAO Y DE 0.

Tabela 6.1 Resumo de Correlacgoes
Calculadas para Tempo de Mistura, Taxa de Circulacio e

Velocidade de Liquido Superficial para os Quatro Sistemas

Testados
Tempo de | Taxas de | Velocidade de
Mistura Circulacdo Liquido
Superficial
Agua/sem tm = 336,04|t, = 37,94|Vg = 189,06
sélidos Vs ! S Vg™
Levedura tn = 181,55|t, = 44,67|Vg, = 134,75
LCC290 \e Vs ™ Ve
Gel de k-|t, = 254,68(t, = 41,73|Vgq = 171,92
Carrageenan Vso'0’4 Vsc-0’4 VSGO’zg3
Levedura tn = 322,07 |t, = 37,90 | Vg = 158,12
LCC3021 A Vsg ! Vs
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Para a correlagdo de liquido superficial,
Kennard e Janekah (1991) propuseram um expoente de 0.41 em
agua destilada, e 0.64 quando a solugdo continha carboximetil
celulose e etanol. Os sistemas de LCC290 e LCC3021 tém
expoentes de 0.419 e 0.427 respectivamente, enquanto o sistema
de —-carrageenan e os sistemas de dgua/sem sélidos tém um
expoente de 0.283.

Uma supoéigéo basica de tecnologia de tubo de
tiragem de ar de elevagdo de gas € que o sistema pode distribuir
mistura adequada de modo que o elemento de fluido que sai do
reator ¢ completamente misturado. Na operacdo dos sistemas de
escala piloto de 50-L como fermentadores continuos, meio
nutriente fresco foi injetado no fundo do reator a uma taxa de
fluxo de 36 mL por minuto em um volume de reator total de 50 L.
Isto representa aproximadamente uma diluicdo de 100 vezes nos
componentes de alimentagdo. Com as caracteristicas de mistura
calculada para o sistema de levedura LCC290, um elemento de
fluido ¢ misturado em cerca de 3 voltas de circulagdo de reator,
enquanto 10 voltas de circualgdo de reator s3o necessérias para o
cenario de agua/sem sélidos. Em adigfo, o tempo de residéncia
(24 horas) € aproximadamente 1000 maior do que o tempo de
mistura (180 segundos). A mistura rapida acoplada com a diluicdo
de nutrientes dentro do sistema e a grande diferenca no tempo de
mistura versus tempo de residéncia, sugere fortemente um sistema
adequadamente misturado. A premissa original de usar um

bioreator de elevagdo de gis foi que é provido de ambiente
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idealmente misturado para fermentag¢do de cerveja. Os resultados
dos estudos de mistura realizados em todos os trés veiculos de
fermentagdo suportam esta premissa.

6.5 AVALIACAO DE VARIOS METODOS DE
IMOBILIZACAO  PARA FERMENTACAO PRIMARIA
CONTINUA NO INTERIOR DE UM SISTEMA DE ELEVACAO
DE GAS

Fermentac;ées continuas foram realizadas no
bioreator de tubo de tiragem de ar de elevagio de g4s em escala
piloto de 50-L utilizando trés tipos de veiculo de imobilizacio —
gotas de I -carrageenan, levedura super-flocosa LCC290 e
levedura LCC3021 flocosa média. Todas as fermentacdes foram
inicialmente providas com o mesmo nivel de inoculum de
levedura (4 g/L), e mosto lager industrial foi usado como o meio
de nutriente. As fermentagdes foram iniciadas em dosagem para a
reducdo rapida de aglcares de mosto, bem como para promover
crescimento de levedura dentro do fermentador. No caso da
levedura flocosa, esta fase de dosagem permitiu a formacio de
flocos de levedura, que podem, entdo, serem retidos dentro do
bioreator uma vez que uma alimentagfo continua foi comecada.
Uma vez que o nivel de diacetil no liquido de fermentacdo tenha
caido para abaixo de 30 Og/L, a alimenta¢cdo de mosto continuo
foi iniciada. A se¢do seguinte foi iniciada. As se¢des seguintes
descrevem em maiores detalhes a andlise de fermentacdo

resultante destes trés ipos de metrizes de imobilizago.
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6.5.1 Uso de Gotas de Gel de _-carrageenan:
Predimento

O uso de gotas de gel de C-carrageenan como
uma matrix de imobiliza¢do alcangado no assesso de seguranca de
tecnologia de elevagdo de gas para fermentagdo primaria de
cerveja (se¢do 6.3). Foi necessario assessar se tal sistema podia
ser operado por periodos estendidos de tempo (até 2 meses) sem
experimentar maiores diﬁculdades operacionais, incluindo
ins.abilidade de fermentagdo e contaminagdo. Os parametros
operacionais para este ensaio de fermentagdo sdo representados na
Figura 6.59. A velocidade de gas superficial de diéxido de
carbono foi ajustada em 5.5 mm/s, enquanto 0.9 mm/s de ar foram
introduzidos no reator neste gds de aspergimento. A taxa de
oxigenagdo foi, portanto, ajustada em 3 % do gas de aspergimento
total para coincidir com os resultados na se¢fo 6.3, que indicou a
produgdo da cerveja preferida quando 2-5 % de oxigénio foi
introduzido ao sistema. A temperatura de fermentacio foi
controlada em 15 °C. Algumas flutuagdes podem ser vistas nos
dados, e elas se referem a natureza da volta de controle que foi
utilizada.

A Figura 6.60 representa a evolucdo da
populagdo de célula de levedura livre com o tempo, bem como a
viabilidade da levedura. A viabilidade permanece relativamente
alta através da fermentagdo de 2 meses com uma diminuicio
temporaria medida ao redor de 200 horas. Isto corresponde ao

ponto imediatamente antes do inicio da alimentacdio de mosto
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continua. Na fermentacdo de dosagem, ¢ comum a viabilidade
diminuir no final da fermentacfo, visto que as células sdo
desprovidas de nutrientes. Uma vez que a alimentacio de mosto
continua foi iniciada, a viabilidade cresce acima de 90 %. A
populacdo de célula de levedura livre foi baixa durante as
primeiras 400 horas de fermentagdo e, em seguida, sobre as
proximas 300 horas, é aumentada cerca de 10 vezes de ~ 100
milhdes de células por mL para ~ 1.5 bilhoes de células por mL.
Uma vez nesta concentragdo méaxima, a populacio de levedura de
c¢lula livre manteve este valor de estado peseudo-constante para o
restante do periodo de fermentacio.

O aumento subito na concentragio de levedura
livre esta provavelmente ligado & populagdo de célula de levedura
imobilizada. No inicio da fermentacdo, a levedura presa no gel se
desenvolvera dentro do gel até que espaco disponivel tenha sido
tomado. Uma vez que as gotas de gel sdo preenchidas com
levedura, a populagdo de expansdo inundara no meio liquido.
Nossos resultados indicam que durante as primeiras 400 horas, a
levedura imobilizada desenvolvida dentro do gel e, em ~700
horas, a levedura nao tinha mais ambiente para crescer dentro da
gota, portanto, comegando a liberar grandes quantidades de
c€lulas no caldo de fermentacio.

Esta instabilidade na populacdo de levedura é
refletida no etanol, e nos perfis de gravidade especifica (Figura
6.61). Durante as 200 horas iniciais de fermentagao, foi esperado

que o etanol aumentaria com o tempo, e que a gravidade
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especifica diminuiria seguindo cinéticas de dosagem tradicionais.
Entre 200 e 600 hours, o etanol alcangou um patamar de 45 g/L e
a gravidade especifica permaneceu em ~ 6 °P. Este resultado nio
foi esperado como um liquido de fermentagio final tem uma
gravidade especifica de ~ 2.5 to 2.7 °P. Em cerca de 600 horas,
quando a populacdo de levedura livre tem imediatamente
alcangado cerca de seu maximo, o nivel de etanol aumenta para
cercade 70 g/l e a gravidade especifica do mosto cai para cerca
de 2.2 °P. Uma observagdo mais préxima nos perfis de
carbohidratos especificos com o tempo (Figura 6.62) indica que a
concentracdo de maltose ndo se nivela até aproximadamente 600
horas no processo. Os outros agucares foram reduzidos conforme
esperado.

Duas outras andlises chaves — diacetil e 2,3-
pentanodiona — foram monitoradas através do curso continuo de 2
meses (Figura 6.63). Os pontos baixos em aproximadamente 180
horas correspondem ao final da fase de partida de dosagem. Uma
vez que a alimentagdo continua foi iniciada, ambos o diacetil e
2,3-pentanodiona aumentou rapidamente para cerca de 500 “g/L
¢ 400 Ug/L respectivamente. Este aumento inicial foi esperado
desde que o suprimento de nutriente fresco estimularia o
crescimento de levedura e, portanto, aumenta os niveis de
metabolitos de sobre-fluxo, produzindo diacetii e 2,3-
pentanodiona. Através de todo curso de fermentacio, os niveis de
2,3-pentanodiona permeneceram acima de 400 Og/L, enquanto as

concentragdes de diacetil cairam de 500 Og/L para 275 Cg/L
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através do curso de fermentacio continua. Este ponto também
coincide com o nivel de diacetilo caindo abaixo do nivel de 23-
pentanodiona, conforme foi observado no assesso de segurancga

reportado na sec¢io 6.3.
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FIGURA  6.59 PARAMETRO DE
OPERACAO PARA A FERMENTACAO IMOBILIZADA
DE ~ CARRAGEENAN  VERSUS TEMPO DE
FERMENTACAO.
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FIGURA 6.60 CONCENTRACAO DE
CELULA DE LEVEDURA TOTAL E VIABILIDADE DA
LEVEDURA IMOBILIZADA DE 0O-CARRAGEENAN
VERSUS TEMPO DE FERMENTACAO.
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FIGURA 6.63 CONCENTRACAO DFE
DICETONAS VICINAIS DE FERMENTACAO CONTINUA
IMOBILIZADA DE CARRAGEENAN VERSUS TEMPO
DE FERMENTACAO.

6.5.2 Uso de uma Linhagem de Levedura Super-
Flocosa: Auto-Flocula¢do

Fermentagdes continuas usando o bioreator de
elevacdo de gas de escala piioto de 50-L carregado com levedura
super-flocosa LCC290 foram realizadas sobre um periodo de 3
meses. O gas de aspergimento CO, foi ajustado em ~2.5 mmy/s
enquanto ar foi introduzido em ~0.4 mm/s de modo a promover
algum crescimento de levedura (isto corresponde a um total de
I.5T L de gas por minuto sendo introduzido com 3 % sendo
oxig€nio). A temperatura de fermentacdo no reator foi mantida
em ~15 °C através do curso total. Uma interrup¢do no suprimento
de energia forgou-nos a reduzir a temperatura do fermentador para
4 °C por um periodo de trés dias (cerca de 1700 horas na
fermentacdo) (Figura 6.64). Este arrefecimento do reator foi
realizado de modo a diminuir o metabolismo da levedura, e
manter a viabilidade da levedura durante a interrupcéo da energia.
Este evento inesperado proporcionou uma oportunidade de
assessar a resiliéncia do sistema a eventos que podiam ser comuns
em situages industriais. Uma vez que a eletricidade foi
restaurada, a temperatura do reator foi reajustada para 15 °C, e a

fermentagéo procede por outros 30 dias.
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Uma vez que a fase de partida de dosagem foi
completada (~180 horas), mosto foi continuamente suprido ao
sistema em uma taxa de fluxo de 2.16 L por hora,
proporcionando, desse modo, um tempo de residéncia de 24 horas
baseado em um volume de operagdo de reator de 50 L. Apds o
periodo de dosagem inicial, a concentragdo de célula aumentou,
alcancando 3 bilhdes de células/mL em cerca de 750 horas na
fermentagdo (Figura 6.65). Esta massa de levedura, em seguida,
diminui para aproximadamente 1 bilhdo de células por mL em ao
redor de 1000 horas, e permanece neste nivel até o final da
fermentacdo. A viabilidade da levedura estava em acima de 90 %
através de todo o curso de fermentagdo (Figura 6.65).

A concentragdo de etanol e a gravidade
especifica do caldo de fermentagdo alcangaram estado pseudo-
constante curtamente apds a alimenta¢do continua ter comegado
(Figura 6.66). A concentragdo de etanol se elevou para
aproximadamente 70 g/L, e a gravidade especifica de liquido foi
~2.3 °P para o restante da fermentagdo. Os perfis de carbohidrato
na Figura 6.67 confirmam este estado pseudo-constante em
aproximadamente 270 horas no curso de fermentacdo continua. A
concentragdo de polissacarideo caiu de ~42 g/L para ~33 g/L em
cerca de 1400 horas na fermentac¢io. Este resultado foi devido a
uma variagdo nas dosagens de mosto. Desde que a levedura lager
ndo pode consumir estes polissacarideos, esta anomalia no
nutriente de mosto ndo tem efeito marcado na performance do

vaso de fermentagdo primdria. Esta diferenga na por¢do de agucar
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ndo-fermentéavel seria detectada pelos panelistas de sabor treinado
que noticiariam que o produto tem um corpo “delgado™.

As concentragdes de diacetil e 2,3-pentanodiona
com o tempo sdo apresentadas na Figura 6.68. Como com as
fermenta¢des continuas de .--carrageenan, os niveis de diacetil e
2,3-pentanodiona se elevam logo que a alimenta¢do de mosto
continua foi comecada. O diacetil alcangou aproximadamente 375

g/L, enquanto a concehtrac;éo de 2,3-pentanodiona foi
ap.oximadamente 600 Tg/L. Estes niveis de concentracdo foram
mantidos através de todo curso de fermentagdo até a interrup¢do
na energia em ~1700 horas. Desde que a saturacdo de liquido na
dosagem por 3 dias sem metabolismo de levedura adicional
(devido a falta de suprimento de nutriente), os niveis de dicetonas
vicinais foram reduzidos. Uma vez que a alimentagdo de mosto
foi reiniciada, ambos o diacetil e 2,3-pentanodiona retornaram aos

seus valores de estado peseudo-constante.
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FIGURA  6.64 PARAMETRO DE
OPERACAO PARA A FERMENTACAO DE LCC290
VERSUS TEMPO DE FERMENTACAO.
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FIGURA 6.66 CONCENTRACAO DE
ETANOL E  GRAVIDADE  ESPECIFICA DE
FERMENTACAO CONTINUA DE LEVEDURA LCC290
VERSUS TEMPO DE FERMENTACAO.
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FIGURA 6.68 CONCENTRACAO DE
DICETONAS VICINAIS DE FERMENTACAQO CONTINUA
DE LCC290 VERSUS TEMPO DE FERMENTACAO.

6.5.3 Uso de uma Levedura Flocosa Média:
Auto-Floculagio

Virios cursos de fermentacdo foram realizados
usando-se a linhagem de levedura flocosa média LLC3021, como
a matriz de imobilizacdo dehtro do bioreator de elevagdo de gas
de escala piloto de 50-L. Como com os dois modos prévios de
imobilizagdo, a concentracdo de levedura inicial foi ajustada em 4
g/L. Esta levedura foi provida no mosto lager industrial (descrito
na se¢do 4.2), e seguida para fermentar na dosagem até que todos
os acucares fermentaveis foram consumidos e o nivel de diacetil
tenha caido para abaixo de 30 “g/L. A temperatura de
fermentagdo foi controlada em 15 °C e a taxa de gas de
aspergimento foi a controlada no mesmo nivel como a
fermentagdo de LCC290 (velocidade de gas dioxido de carbono
superficial de ~2.5 mm/s e ~0.4 mm/s de ar, resultando em
aproximadamente 3 % de oxigénio no gis de aspergimento total)
(Figura 6.69).

Este estagio de dosagem inicial permitiu que as
células de levedura floculassem e, portanto, fossem mais
facilmente retidas dentro do sistema de elevacio de gas. No final
na partida de dosagem, a taxa de alimentacio de mosto foi
ajustada em 2.16 L por hora, que corresponde a um tempo de

residéncia de ~24 horas baseado em um volume de operacdo de
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reator de 50 litros. A popula¢io de levedura (Figura 6.70)
aumentou para cerca de 1 bilhdo de células por mililitro, e
permaneceu neste nivel por mais de 1000 horas (entre 500 e 1500
horas no curso de fermentagdo continua). A populacdo de
levedura dobrou subitamente em ~1500 horas na fermentacdo e,
em seguida, nivelada em 2 bilhdes de células/mL. Esta mudanca
na populagdo de levedura foi inesperada. A viabilidade de
levedura através de todo o éurso de fermentacdo foi mantida em
acima de 90 % (Figura 6.70).

A TFigura 6.71 apresenta os dados para a
concentragdo de etanol e gravidade especifica de caldo de
fermentagdo em curso continuo de 3 meses. Curtamente apos a
partida de dosagem (180 horas), a concentracdo de etanol
nivelada em 70 g/L e a gravidade especifica alcancaram um
minimo de ~ 2.2 °P. O aumento subito na populagdo de levedura
discutida acima ndo foi refletida em uma diminuicdo na
concentragdo de etanol. A explanagdo mais logica para este
aumento na popula¢do de levedura é que uma por¢do maior da
populagdo de levedura total entrou na fase de crescimento,
produzindo este dobramento na concentracio de levedura. Uma
diminui¢do na concentragdo de etanol teria sido esperada para
coincidir com o aumento na concentracio de levedura, mas isto
ndo foi claramente o caso, visto que o etanol permaneceu em seu
valor de estado pseudo-constante de 70 g/L através de todo curso
continuo. Os perfis de concentracgdo de carbohidrato versus tempo

de fermentagdo (Figura 6.72) revelou a mesma conclusio como as
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curvas de etanol e de gravidade especifica. Este curso alcancou
seu estado pseudo-constante em aproximadamente 250 horas na
fermentac¢io continua.

A Figura 6.73 proporciona as curvas de
concentragao de diacetil e 2,3-pentanodiona versus o tempo de
frementacdo. Similar aos resultados do gel de  -carrageenan e
dicetonas vicinais de LCC290, a concentragdo de diacetil e 2,3-
pentanodiona aumentou seguindo a fase de partida de dosagem
p.-a alcangar os valores de estado pseudo-constante de ~225

g/L e 400 ~g/L, respectivamente.
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FIGURA  6.69 PARAMETRO DE
OPERACAO PARA A FERMENTACAO DE LCC3021
VERSUS TEMPO DE FERMENTACAO.
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FERMENTACAO CONTINUA DE LEVEDURA LCC3021
VERSUS TEMPO DE FERMENTACA
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FIGURA 6.73 CONCENTRACAO DE
DICETONAS VICINAIS DE FERMENTACAO CONTINUA
DE LCC3021 VERSUS TEMPO DE FERMENTACAO.

6.5.4 Comparagio dos varios veiculos

Nas se¢des 6.5.1 a 6.5.3, as performances de
fermentacdo de gotas de gel de —-carrageenan, levedura super-
flocosa LCC290 e levedura flocosa média LCC3021, como
matrizes de imobilizagdo, foram apresentadas. Todos os trés
veiculos pareceram adequados para fermentagdo primaria
continua dentro do bioreator de tubo de tiragem de ar de elevagio
de gas de escala piloto de 50-L. Os tempos de residéncia de
liquido de 24 horas foram alcangados em todos os trés casos. Os
cursos de fermentagdo usando levedura super-flocosa LCC290
alcan¢aram um estado pseudo-constante muito mais rapido do que
a levedura flocosa média LCC3021 e os sistemas de célula
imobilizada de C-carrageenan. A fermentacdo de LCC290
alcangou sua concentragdo de etanol méaxima de 70 g/L em cerca
de 250 horas no curso. O curso de LCC3021 alcancou sua
concentra¢do de etanol de estado constante de 70 g/L. em ~600
horas. Durante a fermentagdo continua de ~-carrageenan, o etanol
nivelou em dois pontos separados sobre o correr do curso.
Primeiro o etanol alcangou 45 g/L entre 200 e 500 horas e, em
seguida, elevou para 70 g/L em cerca de 575 horas, ¢ permaneceu
na concentracdo até o final do ensaio.

Os trés sistemas de fermentagdo pareceram

alcangar uma concentragfo de levedura livre maxima de ~1 bilhdo
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de cclulas por mililitro. A inconsisténcia na concentragdo de
levedura concedida negativamente na produtividade de etanol do
sistema de Z-carrageenan (concentracdo de etanol de estado
pseudo-constante inicial inferior, conforme comparado ao sistema
de levedura LCC290). A concentracio de levedura alcangou o
pico em intervalos de tempo diferentes em cada sistema. Para o
curso de LCC290, o etanol alcangou seu maximo entre 500 e
1000 horas na fermentacio éontinua, enquanto a fermentac¢do de
LCC3021 tem uma contagem de célula maxima entre 1500 e 2000
horas em seu curso continuo. O sistema imobilizado de -
carrageenan alcangou uma concentra¢do de célula maxima entre
700 e 1000 horas de operagdo continua.

As concentragdes de estado pseudo-constante de
diacetil e 2,3-pentanodiona nos trés tipos de fermentacdo de
célula imobilizada — levedura super-flocosa LCC290, levedura
flocosa média LCC3021 e levedura imobilizada []-carrageenan —
foram similares. Para a fermentacio de LCC290, o diacetil
assentou em 375 Cg/L, enquanto o nivel na fermentacdo de
LCC3021 foi nivelado em cerca de 225 Ug/L. No caso da
fermentagdo de [O-carrageenan, a concentracdo de diacetil
alcangou 500 Ug/L, e a meio camimho do curso continuo, o nivel
diminuiu gradualmente para cerca de 200 Zg/L. em uma estrutura
de tempo de 500 horas. A concentracio de 2,3-pentanodiona
espelhou a concentragdo de diacetil em trés cursos com
concentragdes de 2,3-pentanodiona mais altas do que diacetil

através de todas as fermentagdes de LCC290 e LCC3021. O curso
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de _-carrageenan exibiu um modelo diferente, com niveis de
diacetil mais altos do que 2,3-pentanodiona durante seu primeiro
estado pseudo-constante, ap6s cujo tempo a concentracdo de
diacetil caiu abaixo da concentra¢io de 2,3-pentanodiona. Os
dados de concentragdo de levedura e os dados de producdo de
etanol também sugerem que dois estados separados e pseudo-
constante tnico foram alcan¢ados durante as fermentagdes de -
carrageenan.

A tarefa de comparar sistemas de fermentagio
diferentes e assessa-los ter se realizado melhor pode tornar-se
complexa quando os méritos do sistema sdo baseados em mais do
que um critério. Por exemplo, se toda produtividade de etanol
somente foi usada como a medida de sucesso, todos os trés
sistemas testados se classificariam igualmente bem, visto que a
produgédo de 70 g/L de etanol por 50 L de volume de reator sobre
um tempo de residéncia de 24 horas foi alcancado em todos os
Ccasos.

A produgdo de uma cerveja vendavel requer
mais do que produgdo de etanol simples. O sistema de
fermentagdo proposto deve ser avaliado em sua capacidade de
produzir uma cerveja aceitavel (produtividade de etanol e niveis
de diacetil entre outras coisas), nos custos incrementais potenciais
do veiculo, na disponibilidade do veiculo, na facilidade de
operacdo do sistema, nas emissdes ambientais tal como disposi¢do
do veiculo, na estabilidade do veiculo, bem como a flexibilidade

provida pelo sistema de veiculo. De modo a avaliar tal cenario de
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multiplas facetas, 0 mundo dos negécios utiliza um processo de
analise adimensional denominado “Balanced Scorecard” (Kaplan
e Norton, 1996). A primeira etapa envolve a identifica¢do do
critario para o qual o sistema deve ser avaliado. Cada critério €,
em seguida, dado uma classificacio em uma escala de | a 5, com
I sendo menos favoravel e 5 sendo mais favoravel. No final da
analise, a classifica¢do para cada opcio € totalizada e a alternativa
com classificacdo mais aita € a melhor escolha dadas as
circunstancias.

A Tabela 6.2 apresenta os resultados da analise
de Balanced Scorecard realizada nos veiculos de imobilizagdo que
foram vistos como alternativas potenciais para uso no bioreator de
tubo de tiragem de ar de elevagdo de gas de escala piloto de 50-L
para fermentagdo. Um total de 6 veiculos — gotas de chitosan

Chitopearl®, gotas de terra diatomécea Celite®, gotas de vidro

Siran®, gotas de gel de D-carrageenan, levedura flocosa média
LCC3021 e levedura super-flocosa LCC290 — foram avaliados
com o objetivo principal de produzir uma cerveja vendavel. Cada
sistema de veiculo foi classificado usando-se a escala antes
mencionada. No total, a levedura super-flocosa LCC290 se saiu
melhor, seguida proximamente pela levedura flocosa média
LCC3021. Os quatro outros veiculos recebem classificagdes entre
16 e 20. A terceira preferéncia foi dada ao sistema de [I-
carrageenan porque um liquido vendavel foi produzido na

unidade piloto.
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Este assesso de veiculo sugere fortemente que
foco futuro no desenvolvimento de sistemas de fermentacio
continua deve ser dado em dire¢do a auto-agregacio conforme o
modo de imobilizagdo. A  disponibilidade (prontamente
disponivel), custo (custo baixo, visto que nenhum equipamento
adicional € necessario para operar), facilidade de operagio
(ajustes dentro das operagdes de planta existentes) provida por tal
alternativa excede a instabilidade potencial dos flocos de levedura
em um sistema agitado. Pode ser possivel usar-se a sensibilidade
de cisalhamento de auto-agrega¢do para controlar o tamanho do
floco durante o processo de fermentagdo, e possivel alcancgar
aumento de transferéncia de massa e, portanto, alcancar aumentos
adicionais na produtividade volumétrica do bioreator.

Tabela 6.2 Comparacio de varios veiculos de
imobiliza¢do para fermenta¢io primdria de cerveja no

interior de um sistema de bioreator de elevacio de gas

Chitope- | Celi-te | Si-ran | Carrageenan | LCC3021 | LCC290
arl
Boa 3 1 1 4 5 4
cerve-ja
Custo 2 3 1 3 5 5
Disponibi- 1 5 5 2 5 5
lidade
Facilida- 3 | 1 3 4 5
de de
operagdo
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Disposi- 4 3 4 2 3 3]
cao/

Ambiente

Estabili- 4 1 1 3 2 3

dade

Flexibili- 3 3 3 ] 2 5
dade

TOTAL 20 17 16 18 26 30

6.6 Produgdo de um tipo de cerveja lager norte
americana usando-se tecnologia de tubo de tiragem de ar de
elevagdo de gas

A produgdo de uma cerveja norte americana
(NA) de sabor limpo tipo lager traz muitos problemas aos
produtores de cerveja. As cervejas tipo lager norte americanas sio
caracterizadas por uma cor clara e um perfil de sabor com baixo
amargor, baixo agucar residual (fina), nenhum aroma dominante
€, portanto, nenhum sabor posterior. Por causa destas
propriedades inerentes, o produtor de cerveja podia mascarar
muito pouco os defeitos do aroma. Altos niveis de diacetil
(manteiga), acetaldeido (magi verde), bem como notas fora de
enxdfre (borracha queimada, ovos podres, vegetais cozidos) sdo
os problemas mais comuns de aroma que atormentam os
produtores de cerveja dos dias modernos. Embora a contaminacgio
bacterial do meio de fermentacio possa ser uma causa destes

aromas na cerveja, o controle incorreto do processo de
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fermentacdo mais freqiientemente produz niveis de aroma mais
altos do que os esperados.

Através de todos os ensaios de fermentacdo
continua conduzidos como parte desta tese, os niveis de
contaminagdo em ambos o mosto e os vasos de fermentacio
foram controlados através de pratica diligente de técnicas
assépticas. Os ensaios de fermentagio com todos os trés tipos de
veiculos, que duram por varios meses, ndo mostraram niveis
detectaveis de contaminantes (monitorados pelos métodos
reportados no Capitulo 4). Niveis mais altos do que os desejados
de diacetil (alvo menor do que 30 mg/L) e acetaldeido (alvo
menor do que 10 mg/L), artomentam os produtos a partir das
fermentagdes primérias continuas, mas estes niveis ndo foram
devido a infec¢do bacterial. Estes achados ndo diferem daqueles
reportados na literatura (Pajunen e outros., 2000; Kronlof e
outros., 2000). Uma cervejaria belga virou seus altos niveis de
acetaldeide na cerveja de um processo de fermentagdo continua
em uma caracteristica de venda, e comercializou o produto como
uma ale com sabor de maci (Andries e outros., 1996b).

Altos niveis de diacetil seguindo fermentacio
primaria sdo também normais na industria de fabricag¢do de bebida
fermentada. Alguns fabricantes de cerveja tém adotado uma
pratica denominada “elevagéo livre de temperatura”, seguindo a
completagdo de sua fermentagdo primaria de modo a auxiliar na
reducdo de diacetil. Outros tém adotado simplesmente manter

seus produtos por periodos mais longos de tempo durante o
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processo de envelhecimento para alcancar a reducdo de dicetonas
vicinais (diacetil e 2,3-pentanodiona) aos niveis desejados. Em
outra aproximag¢do, varios grupos de pesquisa desenvolveram a
tecnologia de envelhecimento rapido discutida no Capitulo 2 para
negociar com altos niveis de diacetil. Embora esta aproximacgio
seja muito efetiva, ela acrescenta outro nivel de complexdade ao
processo de fabrico de bebida fermentada que alguns podem
encontrar duficuldade de aceitar.

As economias do processo de envelhecimento
rapido sdo muito claras, contudo, nestes dias de hoje de
processamento continuo na inddstria de fabrico de bebida
fermentada, podendo ser aconselhavel minimizar a complexidade
tecnolégica de modo a facilitar a transicdo de fermentacdo de
dosagem tradicional para producdio continua. Por esta razdo, foi
decidiso investigar o uso de uma retencdo de dosagem seguindo
fermentagdo primaria continua no interior de sistemas de elevacido
de gas de escala piloto de 50 L para controlar os altos niveis de
diacetil na cerveja acabada. Esta etapa de processamento
adicional ndo estava prevista no comeco deste programa de Ph.D.;
contudo, ndo € necessdrio implementar tal medida de modo a
comparar as cervejas produzidas continuamente as cervejas de
controle de dosagem.

6.6.1 Uso de Retengdo de Dosagem Seguindo
Fermentacdo Primaria Continua

Um pardmetro critico na determinagio da

completagdo de fermentagdo priméria é o nivel de diacetil no
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liquido fermentado final. A conversdo do precursor de diacetil, a-
acetolactato, em diacetil, é a ctapa de limitacdo de taxa na
trajetoria de diacetil (Figura 3.5). A primeira reacdo € quimica na
natureza, ¢ ¢ altamente dependente da temperatura. Se a cerveja
“verde” entra no processo de envelhecimento frio antes que a
conversdo quimica de a-acetolactato em diacetil tenha ocorrido, a
cerveja resultante pode ter niveis de diacetil acima do limite de
sabor de mg/L, a menos que 0s periodos de envelhecimento frio
estendido sejam usados para permitir que a conversdo baixa do
precursor ocorra. Em todas as trés fermenta¢des continuas
descritas na sec¢do 6.5, o nivel de diacetil que sal do reator estava
acima do valor alvo desejado de 30 mg/L na cervaja ndo-diluida.
Se o liquido foi filtrado neste estagio para remover a levedura, o
diacetil permaneceria alto; conseqiientemente, um periodo de
dosagem quente foi empregado para reduzir o valor de diaceti]
para abaixo do limite aceitavel.

A cerveja continuamente fermentada foi
coletada e mantida em vasos de cerveja de aco inoxidavel de 40-L
a 21 °C. Pequenas amostras (100 mL) foram retiradas
regularmente a partir do liquido, e analisadas para diacetil, etanol,
gravidade especifica, ésteres e alcoois fundidos. A Figura 6.74
mostra a reducdo de diacetil versus tempo de reten¢io quente para
uma dosagem de cerveja continuamente fermentada com levedura
LCC290 como a matrix de imobilizagdo. O periodo de retengdo

quente foi efetivo na redugdo do nivel de diacetil de ~600 mg/L
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para abaixo de 30 mg/L, o que ¢ considerado na indGstria de
fabrico de bebida fermentada como o limite de “pré-gota”.

Em outro teste, o efeito de agitagdo na reducdo
de diacetil durante o periodo de retencéo foi investigado. Um gas
de aspergimento de didxido de carbono (0.14 m’/h) foi
introduzido através de um revestimento de aco inoxidavel de 1.27
cm no fundo do vaso de coleta de cerveja para manter o liquido
agitado durante o periodo de rétengﬁo. A Figura 6.75 apresenta os
resu:‘ados deste experimento. Parece que a agitacdo provida pelo
aspergimento de CO, tem muito pouco impacto na taxa de
redu¢do de diacetil neste segundo tanque de retencdo. Este
resultado pode ser indicativo de mistura inadequada provida pelo
gas de mistura de CO,, portanto, nio aumentando a taxa de
reducdo da 1° reagdo quimica (conversio de a-acetolactato em
diacetil), ou ndo aumentando a taxa de transferéncia de massa
para a 2° reagdo ocorrer mais rapidamente (conversdo de diacetil
em acetoina por levedura). Pode também ser possivel que O vaso
ndo-agitado tenha células o bastante em suspensio para redugdo
adicional de diacetil na acetoina inativa de aroma, uma vez que a
conversdo quimica de limitagfo de taxa (1% etapa) tenha ocorrido.

Os efeitos desta retengdo de dosagem quente
seguindo fermenta¢do primaria continua nas concentragdes de
ésteres e alcoois fundidos, e na concentragio de etanol, e a
gravidade especifica do liquido, sdo apresentados nas Figuras
6.76 ¢ 6.77, respectivamente. A partir destes resultados, parece

que o periodo de retengdo quente tinha pouco efeito nas



215

concentracoes de acetaldeido, etil acetato, propanol, isobutanol,
isoamil alcool, e isoamil acetato (Figura 6.76). A gravidade
especifica do liquido no vaso de retengdo diminuiu de 2.7 °P para
2.0 °P nas primeiras 12 horas do periodo de retencdo, ¢, em
seguida, se nivela neste valor inferior. A concentragdo de etanol
foi constante em 70 mg/L através do periodo de teste de 65 horas.
Estes resultados indicam que o periodo de retencdo afetaria
principalmente a concentracio de diacetil e 2.3 ,J-pentanodiona,
enquanto o impacto nos ésteres, alcoois fundidos e etanol seria

minimo.
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FIGURA 6.76 CONCENTRACOES DE

ESTER E ALCOOIS FUNDIDOS VERSUS RETENCAO DE

DOSAGEM QUENTE SEGUINDO FERMENTACAO
PRIMARIA CONTINUA COM LEVEDURA LCC290 NO
SISTEMA DE ELEVACAO DE GAS.
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FIGURA 6.77 CONCENTRACAO DE
ETANOL E GRAVIDADE ESPECIFICA VERSUS
RETENCAO DE DOSAGEM QUENTE SEGUINDO
FERMENTACAO PRIMARIA CONTINUA COM
LEVEDURA LCC290 NO SISTEMA DE ELEVACAO DE
GAS.

O protocolo de retengdo de dosagem foi
realizado no liquido produzido a partir das fermentagdes
continuas no bioreator de elevagdo de gas de 50 L usando
levedura super-flocosa LCC290, levedura flocosa meédia

L.LCC3021, ou levedura imobilizada de k-carrageenan. Os perfis de
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reducdo de diacetil destes trés cursos de teste sdo apresentados na
Figura 6.78. O diacetil foi bem sucedidamente reduzido para seu
valor alvo de 30 mg/L nos trés casos. O tempo que foi necessario
para alcangar esta redugdo, contudo, variou em todos os trés
casos. Na situacdo do LCC290, a redugdo de 600 mg/L para 30
mg/L foi efetuada em aproximadamente 48 horas, pelo que a
fermentacdo de LCC3021 e a fermentagdo de k-carrageenan
cnmente requer ~24 horas e ~40 horas para alcancgar este valor
alve. Foi postulado que esta discrepancia estava relacionada ao
valor de partida inicial de diacetil, ¢ ndo no tipo de matrix de
imobilizacdo utilizada.

A Figura 6.79 ilustra os mesmos resultados de
diacetil da Figura 6.78 com um ajuste de tempo realizado nos
resultados das fermenta¢des de LCC3021 e k-carrageenan. As
curvas de reducdo de diacetil originais a partir das duas ultimas
fermentagdes foram alteradas de modo que seus valores iniciais
cairam na curva de reducdo de diacetil gerada pela levedura
super-flocosa LCC290. Com esta transformagdo, o perfil de
reducdo de diacetil para todos os trés sistemas parece cair na
mesma linha. Usando-se o software da Curva de Tabela 2D, estes
resultados foram curva ajustada para uma equagdo cinética de
primeira ordem (Levenspiel, 1972) (Figura 6.80). Foi calculado
que os dados experimentais ajustados a partir da Figura 6.79 se
ajustaram a seguinte equagio:

[Diacetil] = 648.54 %0409

(6.1)
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com uma correlacdo de coeficiente de 0.96. Este
resultado suporta fortemente a teroria que todos os trés sistemas
de imobiliza¢do exibiram o mesmo potencial de redugdo de
diacetil. Os resultados ndo deviam ser surpreendentes, visto que a
reducdo de diacetil esta freqiientemente ligada a linhagem de
levedura (Nakatani e outros., 1984). O sistema k-carrageenan
imobilizou a levedura LCC3021 dentro de sua estrutura de gel, ¢ a
levedura LCC290 era uma vafiante selecionada da linhagem de
LCC3021.

Uma vez que o nivel de diacetil estava abaixo
do nivel alvo de 30 mg/L, as cervejas resultantes eram
envelhecidas em armazenagem fria (2 °C) por 7 dias antes de
suportar a preparagdo de produto final (filtragdo, diluicdo,
carbonacdo e acondicionamento). A Tabela 6.3 resume a andlise
das cervejas produzidas nos sistemas de escala piloto de 50-L
com, ou levedura LCC290, levedura LCC3021, ou levedura
imobilizada de k-carrageenan como as matrizes de imobilizagdo.
A Figura 6.81 ¢ um grafico radar dos ésteres e alcoois fundidos
das trés cervejas produzidas continuamente e de uma cerveja de
controle produzida industrialmente na dosagem. Conforme
comparados ao liquido de dosagem produzido industrialmente
(controle), os liquidos continuos tém ésteres baixos (etil acetato,
isoamil acetato) e propanol mais alto e isobutanol mais baixo,
amil alcool primario, e isoamil alcool. Os niveis de acetaldeido
nos produtos de fermentagdo continuos foram mais altos do que o

liquido de controle. O nivel de espumamento, névoa fria inicial,
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FIGURA 6.79 CONCENTRACAO DE
DIACETIL VERSUS RETENCAO DE DOSAGEM
QUENTE SEGUINDO FERMENTACAO PRIMARIA
CONTINUA COM LEVEDURA LCC290, LEVEDURA
LCC3021 E LEVEDURA IMOBILIZADA DE GEL DE
CARRAGEENAN NO SISTEMA DE ELEVACAO DE GAS.
OS VALORES PARA FERMENTACAO DE LCC3021 E
PARA FERMENTACAO DE CARRAGEENAN FORAM
AJUSTADOS NO TEMPO PARA TER O MESMO PONTO
DE PARTIDA COMO A FERMENTACAO DE LCC290.
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FIGURA 6.80 CONCENTRACAO DE
DIACETIL VERSUS RETENCAO DE DOSAGEM
QUENTE SEGUINDO FERMENTACAO PRIMARIA
CONTINUA COM LEVEDURA LCC290, LEVEDURA
LCC3021 E LEVEDURA IMOBILIZADA DE GEL DE
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CARRAGEENAN NO SISTEMA DE ELEVACAO DE GAS.
OS VALORES PARA FERMENTACAO DE LCC3021 E
PARA FERMENTACAO DE CARRAGEENAN FORAM
AJUSTADOS NO TEMPO PARA TER O MESMO PONTO
DE PARTIDA COMO A FERMENTACAO DE LCC290.

Varios outros parametros (extrato aparente,
extrato real, extrato original calculado, cor, amargor) que sio
infimamente afetados pela | diluicdo do produto de sua
concantragdo de etanol original ao valor final de 5,0 % v/v, foram
diferentes do controle porque os produtos continuos requerem
diluicdo mais alta com dgua para alcangar o valor de etanol
desejado devido a concentracdes de etanol original mais altas (70
g/l versus 60 g/L. na dosagem). A Figura 6.82 ¢ um grafico radar
de alcool, diacetil, pH, cor ¢ amargor dos mesmos liquidos
descritos acima. O nivel de alcool, diacetil e pH estdo bem dentro
do objetivo, pelo que a cor € amargor estdo fora da especificagio.
A cor mais clara estd relacionada a diluigdo mais alta que os
liquidos continuos suportam, e isto pode ser ajustado pelo
aumento da cor na alimentagdo de mosto de nutriente. Os valores
de amargor estdo também sujeitos a este mesmo erro de diluigdo,
e seria bem ajustado na alimentagdo de mosto.

Tabela 6.3 Resumo da andlise nas cervejas

produzidas usando-se o sistema de elevac¢io de gas.
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Especificacdo Liquido de dosagem|Liquido fermentado
fermentado continuamente de

| industrialmente LCC290 |
Ar (mL) <l 0,40

Dioxido de carbono 2,75 2,90

(%0)

Dioxido de enxofre <10 0

(mg/L)

Dimetil sulfeto <70 59

|(-g/L)

Amargor (BU) 12,00 11,30

Cor (SEM) 3,20 2,20

pH 4,10 4,15

Diacetil (“g/L) <20 12

Alcool (%v/v) 5,00 4,99
1 Alcool (Yepeso/peso) 3,93 3,93

Extrato Aparente 1,55 1,02

(°P)

Extrato Real (°P) 3,36 2,84

Extrato Original de 11,0 10,5

Calc. (°P)

Névoa Quente (FTU) <200 45

Névoa Fria Inicial <100 43

(FTU)

Espuma (s) >170 167
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Acetaldeido (mg/L) 4,4+1.3 10,0

Propanol (mg/L) 12,846,8 57,6

Etil acetato (mg/L) 32,4143 11,0

Isobutanol (mg/L) 21,6134 10,6

Alcool Amil 20,042,3 15,2

Primario (mg/L)

Alcool isoamil 60,9+8.6 48,0

(mg/L)

' [soamil acetato 2,5+0,7 0,32

(mg/L)

Especificagdo Liquido -fermentado|Liquido fermentado
continuamente de | continuamente de
LCC3021 carrageenan

Ar (mL) 0,35 0,35

Dioxido de carbono 2,81 2,73

(%)

Di6xido de enxofre 0 0

(mg/L)

Dimetil sulfeto 30 30

(Tg/L)

Amargor (BU) 13,74 13,18

Cor (SEM) 2,10 2,30

pH 4,10 4,09
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Diacetil (Zg/L) 12 9
Alcool (%v/v) 5,03 5,04
Alcool (%peso/peso) 3,96 3,96
Extrato Aparente 1,40 1,44
(°P)

Extrato Real (°P) 3,24 3,27
Extrato Original de 11,0 11,0
Calc. (°P) .

Névoa Quente (FTU) 50 47
Neévoa Fria Inicial 51 54
(FTU)

Espuma (s) 187 175
Acetaldeido (mg/L) 21,9 11,6
Propanol (mg/L) 51,7 84,3
Etil acetato (mg/L) 10,6 8,7
Isobutanol (mg/L) 8,3 8,9
Alcool Amil 9,4 6,4
Primario (mg/L)

Alcool isoamil 40,9 46,5
(mg/L)

Isoamil acetato 0,25 0,18

(mg/L)
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FIGURA 6.81 GRAFICO RADAR DE
CERVEJAS CONTINUAMENTE FERMENTADAS NO
SISTEMA DE ELEVACAO DE GAS USANDO-SE OU
LEVEDURA LCC290, LEVEDURA LCC3021 OU
LEVEDURA LCC3021 IMOBILIZADA EM GOTAS DE
GEL DE CARRAGEENAN. OS ESTERES E ALCOOIS
FUNDIDOS DAS CERVEJAS ACABADAS SAO
REPRESENTADOS NESTE GRAFICO. TODOS OS
PRODUTOS FORAM SUBMETIDOS A UMA RETENCAO
DE DOSAGEM QUENTE SEGUINDO O ESTAGIO DE
FERMENTACAO PRIMARIA.
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FIGURA 6.82 GRAFICO RADAR DE
CERVEJAS CONTINUAMENTE FERMENTADAS NO
SISTEMA DE ELEVACAO DE GAS USANDO-SE OU
LEVEDURA LCC290, LEVEDURA LCC3021 OU
LEVEDURA LCC3021 IMOBILIZADA EM GOTAS DE
GEL DE CARRAGEENAN. OS ESTERES E ALCOOIS
FUNDIDOS DAS CERVEJAS ACABADAS SAO
REPRESENTADOS NESTE GRAFICO. TODOS OS
PRODUTOS FORAM SUBMETIDOS A UMA RETENCAO
DE DOSAGEM QUENTE SEGUINDO O ESTAGIO DE
FERMENTACAO PRIMARIA.

6.6.2 Selecdo do melhor gés de aspergimento
O diéxido de carbono é prontamente disponivel
em muitas cervejarias, visto que € um sub-produto natural de

fermentagdo de cerveja. As cervejarias coletam o CO, envolvido
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e, em seguida, lavam a corrente de gds para remover impurezas
leves que podem ter sido transportadas na corrente de coleta
(tipicamente compostos sulfurosos). Esta corrente purificada ¢,
em seguida, comprimida € armazenada como um liquido para uso
futuro na cervejaria (99.95 % pura). O uso de diéxido de carbono
como um gas de aspergimento na fermenta¢do continua parece
similar a uma escolha ldgica de um ponto de vista de operagdes.
A instalagdo seria capaz de utilizar seu sistema de coleta e
recuperar 0 CO, que sai do fermentador continuo. O uso de outros
gases somente adicionaria outro nivel de complexidade as
operacdes de instalagbes existentes.

Contudo, para a fermentacdo continua tornar-se
uma alternativa viavel para as operagdes de dosagem existentes, é
necessario produzir-se um produto que seja uma equiparagio
proxima as marcas existentes. Acredita-se que pela minimizacdo
dos impactos bioldgicos/bioquimicos que a levedura é exposta
durante fermentagdo continua, pode ser possivel alcancar tal
equipara¢do de produto. O diéxido de carbono € conhecido por
afetar adversamente o metabolismo da levedura durante a
fermentagdo primdria. Este efeito é ampliado nos vasos cilindro-
conicos de calda, onde a pressdo superior inerente ao sistema
suprime a liberagdo livre de CO, a partir do meio liquido. Estas
condi¢des tendem a produzir cervejas com ésteres inferiores e
alcoois fundidos superiores. Tentativas bem sucedidas tém sido
feitas para remover algum deste CO, a partir da fermentagéo pela

inje¢do periodicamente de uma corrente de gas auxiliar no fundo
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do vaso cilindro-conico. Os efeitos de inibi¢do de CO, parecem
ter sido reduzidos com os produtos resultantes contendo menos
alcoois fundidos e niveis de éster mais altos.

Pautado neste conhecimento, o uso de gas
nitrogénio ao invés de didxido de carbono como o gas de
aspergimento no interior do sistema de elevacdo de gés, foi
investigado. Tais liquidos fermentados nos reatores de elevagio
de 50-L foram coletadoé ¢ processados na Cervejaria
Experimental da Labatt utilizando as seguintes etapas. Apds 14
horas de coleta a partir do reator (tempo de residéncia de 24
horas), a “cerveja verde” foi decantada a partir da levedura. Este
liquido foi, em seguida, submetido 3 um periodo de retencdo de
temperatura ambiente (21°C) por 48 horas, que segue ambos
diacetil e acetaldeido para alcancar as especificacdes Labatt
(diacetil <30 mg/L e acetaldeido <10 mg/L). Este liquido foi, em
seguida, envelhecido a frio por 7 dias, e processado usando-se
praticas industriais padrdes.

A Tabela 6.4 compara os resultados de cervejas
acabadas obtidas de fermentacdo continua com levedura LCC290
sob sistemas aspergido com CO, e aspergido com N, para um
liquido padrio industrialmente produzido (controle). O liquido
aspergido de nitrogénio se compara favoravelmente ao liquido
industrialmente produzido. A anélise indicou que existem duas
vezes mais l-propanol no liquido, enquanto que a concentragio
de dimetil sulfeto era aproximadamente trés vezes mais baixa.

Ambos os valores de cor e amargor pareceram ser mais altos do
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Etil octanoato (mg/L) 0,110 0,280 0,059 !
Etil decanoato (mg/L) 0,0079 0,0630 0,0081
Diacetil (“g/L) 6 9 10
2,3-pentanodiona (Zg/L) 4 5 14 :
Dioxido de  enxéfre 1,3 1 0
(mg/L)

Dimetil sulfeto (mg/L) 79 24 64
Amargor (BU) 11,5 20,6 15,5

Cor (SRM) 3,1 4,1 3,7
Espuma (s) 176 210 195
Ventoinha (mg/L) 92 84

PH 4,13 4,10 4,19
RE (°P) 3,38 4,08 3,601
COE (°P) 10,97 12,77 1,50
Alcool (%v/v) 4.93 5,74 517

A Figura 6.83 € o grafico radar representando as
concentragoes de éster, alcoois fundidos e acetaldeido para os trés
liquidos. O perfil do liquido aspergido com nitrogénio segue
proximamente aquele da cerveja de controle, exceto para um nivel
de propanol mais alto. A fermentagdo aspergida com CO2 exibiu
ésteres € alcool fundido que nfo se equiparam ao controle. Em

ambos os liquidos de fermentagdo continua, os niveis de diacetil e

acetaldeido foram abaixo das especificagdes da Labatt.
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As descobertas sugeriram que o aspergimento
com nitrogénio aumentou a produgdo de ésteres para niveis
similares conforme aqueles das cervejas comerciais, pelo que o
aspergimento com didéxido de carbono produziu liquidos com
concentragdes de éster relativamente mais baixas. Estes resultados
sugeriram um metabolismo de levedura alterado sob o ambiente
aspergido com CO,. Os niveis de propanol, indiferente do gas de
aspergimento, eram muito mais altos nas cervejas continuamente
fermentadas do que aqueles medidos nas cervejas de controle
continuamente  fermentadas. Embora as concentracoes  de
propanol estejam bem abaixo do limite de sabor de 100 mg/l., as
diferencas notadas podem ser um indicador de metabolismo
levemente alterado que ocorre na fermenta¢do continua conforme
comparado a fermenta¢do de dosagem. E também possivel que o
nivel mais alto de propanol seja devido ao suprimento continuo
do amino 4cido treonina, através do qual a trajetéria de

degradagdo oxo-4cido produzira propanol.
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FIGURA  6.83 GRAFICO RADAR
COMPARANDO ESTERES E ALCOOIS FUNDIDOS DE
LIQUIDOS DE FERMENTACAO DE ELEVACAO DE GAS
CONTINUA ASPERGIDOS COM NITROGENIO E
DIOXIDO DE CARBONO PARA LIQUIDO
INDUSTRIALMENTE PRODUZIDO.

CAPITULO 7.0 CONCLUSOES

As conclusdes seguintes podem ser tiradas a
partir da pesquisa realizada através desta tese. Uma cerveja
aceitavel sem maiores defeitos no aroma pode ser produzida
usando-se um bioreator de tubo de tiragem de ar de elevacdo de
gas de escala piloto de 50-L como o fermentador continuo quando
seguido por uma retencio de dosagem de 2 dias para o controle de
diacetil. Um tempo de residéncia minimo de 24 horas ou |

volume de reator de giro por dia é alcangével para a fermentacéo
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de mosto de alta gravidade (17.5 °P) em um caldo fermentado
final (2.5 °P). O uso de levedura super-flocosa LCC290, levedura
flocosa média LCC3021 e levedura imobilizada k-carrageenan
sdo todas veiculos seguros no interior do sistema de elevacdo de
gas. O uso de veiculos pré-formados mais pesados tais como
gotas de vidro Siran® e gotas de terra diatomacea Celite® ndo sdo
alternativas praticas no interior do sistema de tubo de tiragem de
ar de elevagdo de gas. Um minimo de 2 meses de operagdo
continua no caso de gotas de gel de k-carrageenan, e um minimo
de 3 meses de operacdo continua no caso de fermentacdes de
LCC290 e LCC3021 sdo alcancaveis sem experimentar qualquer
contaminagdo microbial ou instabilidades de performance do
reator. Em adi¢do, o sistema continuo foi capaz de manuseio
potencial e assumiu variagdes no suprimento de mosto industrial e
durante os periodos de curso estendidos.

A fermentagdo continua usando a levedura
super-flocosa  LCC290 com nitrogénio como o gas de
aspergimento, seguida por uma retencio de dosagem de 2 dias,
produziu equiparagdes de aroma mais préximas a uma cerveja de
controle industrial. A retencio de dosagem de 2 dias
aconselhando tratar com as altas concentracdes de diacetil no
liquido de descarga do fermentador primario continuo foi um
mecanismo de controle efetivo, embora ndo 6timo. A capacidade
de reducdo de diacetil dos trés sistemas de fermenta¢do testados
fol muito similar e, conforme anteriormente suspeitado, este traco

pode ser atribuido ao tipo de linhagem. O periodo de retenc¢do de
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dosagem nio afeta as concentracdes de ésteres e alcoois fundidos
na cerveja durante o estagio de retencéo.

A utilizagdo de 3% de oxigénio no gas
aspergido proporciona niveis de nutriente de oxigénio adequados
no mosto, resultando na manutencdo de uma populagdo de
levedura vidvel (acima de 90 %) através dos cursos de
fermentagdo, enquanto produz cervejas com um perfil de aroma
aceitavel.As fermentacdes continuas usando levedura LCC290 e
lev--dura LCC3021 como as matrizes de imobilizagdo, alcancaram
um estado pseudo-constante mais rapidamente do que o sistema
de gota de gel de k-carrageenan. A instabilidade das fermentacdes
imobilizadas de k-carrageenan, possivelmente resultante de um
aumento na populagdo de levedura imobilizada, causou a
fermentagdo de produto abaixo dos niveis alvos. Para producao
continua ideal, este fendmeno é altamente indesejavel a medida
que a partida prolongada aumenta o tempo necessario para reagir
€ recomecar, seguindo uma falha catastréfica. Uma fase de partida
mais longa também requererd uma fase de curso continuo mais
longo de modo a tornar-se atrativa.

O processo de produgio de gota de gel continuo
produz as quantidades requeridas de gotas para teste dentro das
unidades de escala piloto. E, contudo, necessario, otimizar
adicionalmente o processo de produ¢do de gota de modo a
produzir gotas com uma distribuicdo de tamanho mais ajustada. O
processo também requer investigacdo particular para determinar

sua adequabilidade em uma escala industrial. Preferivelmente do
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que o tipo de cinética investigado nesta pesquisa, um novo tipo de
misturador estatico para esta escala pode ser alcangado pelo
aumento do didmetro, preferivelmente do que somente no numero
de misturadores estaticos deve ser encontrado e testado para esta
opg¢ao tornar-se viavel.

A técnica de tragador de pulso de 4cido utilizada
nesta tese permite-nos assessar o tempo de mistura e taxa de
circulagdo dentro do bioreator de escala piloto de 50-L durante
fermentagdes atuais envolvendo levedura super-flocosa LCC290,
levedura flocosa média LCC3021 e levedura imobilizada de k-
carrageenan. Os dados de mistura foram ajustados em uma fungdo
senoidal de queda da qual o tempo de mistura e taxa de circulacdo
foram calculados.

Mistura répida é provida dentro do sistema de
tubo de tiragem de ar de elevacio de gas com tempos de mistura
calculados em menos do que 200 segundos para todos os trés
tipos de veiculos de imobiliza¢do. O tempo de mistura diminuiu
levemente com o aumento na velocidade de gas superficial em
todos os trés cendrios testados. Em todas as velocidades de gas
superficial (2 mm/s a 6 mm/s), o sistema de LCC290 mostrou os
tempos de mistura mais rapidos (entre 100 s e 120 s). Os tempos
de circulagdo de liquido foram muitos similares para todos os trés
tipos de veiculo, indiferente da velocidade de gas superficial. Eles
também diminuem linearmente com aumentos correspondentes na
velocidade de gds. A mistura completa de liquido (98% de

resposta a um pulso) ocorreu com trés a seis ciclos de circulagio
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de reator para todos os veicuios de imobilizagdo testados. Estes
resultados confirmaram que o sistema de escala piloto de 50-L
proporcionou mistura adequada para fermentagdo continua.
Tempos de mistura pobres teriam sido indicativos de zonas
mortas possiveis que teriam sido indesejaveis para fermentacdo de
cerveja.

O trabalho de pesquisa de Ph.D. demonstrou
claramente a confianga de obter-se uma escala adicional do
sistema de producdo designado, construido e operado na
Cervejaria Experimental da Labatt. O uso de um bioreator de tubo
de tiragem de ar de elevagido de gas com levedura super-flocosa
LCC290 e nitrogénio como o gis de aspergimento, seguido por
uma retengdo de dosagem de 2 dias a 21 °C, é recomendado como
o sistema de escolha.

Descri¢dao Detalhada - Parte 2:

CAPITULO 4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagem de Levedura e Caracteristicas

Uma linhagem de fabrico de bebida fermentada
lager de Saccharomyces cerevisiae, Labatt Culture Collection
(LCC) 3021, foi usada através de todo este trabalho.
Saccharomyces cerevisiae é sindnimo de Saccharomyces uvarum

Beijerinck var. carlsbergensis Kudryavtsev, 1960 (Kurtzman,

- 1998). A 37°C, LCC3021 ndo se desenvolverd. Isto ajuda a

distinguir a levedura lager LCC 3021 de mais levedura ale, que se
desenvolverd a 37°C e temperaturas mais altas. A LCC 3021 ¢

uma linhagem de fermentagdo de fundo, como sio muitas
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leveduras lager, mas existem excecdes. Ainda, esta linhagem
fermentard glucose, galactose, sucrose, maltose, rafinose, e
melibiose, mas ndo amidos. A capacidade de fermentar melibiose
¢ uma ferramenta usada pelos taxonomistas para distinguir a
mesma da levedura ale.

Como muitas linhagens de fabrico de bebida
fermentada, a LCC 3021 ¢ polipléide e se reproduz por divisio
mitotica. Sob condi¢des de fabrico de bebida fermentada normais,
a levedura ndo se reproduz por meiose. Isto tem a vantagem de
produzir-se a linhagem de fabrico de bebida fermentada
geneticamente estavel porque a reticulacio de material genético é
menor similarmente (Kreger-van Rij, 1984).

4.2 Preparagdo de Indculum de Levedura

A levedura foi tomada de um frasco
criogenicamente preservado em um freezer a -80°C e riscada em
meio de crescimento de Nutriente de Levedura de Peptona (PYN)
agar (peptona, 3.5 g/L; extrato de levedura, 3.0 g/L; KH,PO,, 2.0
g/L; MgS0O,-7TH,0, 1.0 g/L; (NH,),S0O,, 1.0 g/L; glucose, 20.0
g/L; agar, 20.0 g/L em dH,0), para obter-se coldnias bem
separadas. Um circulo estéril consistindo de varias colonias foi
tomado da placa de ouro de 3-4 dias de levedura de crescimento, e
estas colonias foram inoculadas em um volume de 10 mL de
mosto em um tubo teste. Este foi permitido crescer a 21°C
durante a noite; desse modo, o termo “cultura durante a noite”, e,
em seguida, foi adicionado a um volume maior de mosto,

usualmente 200 mL, para aumentar a biomassa de levedura. Nos
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dias consecutivos, esta mistura foi adicionada a outro volume
maior de mosto, e assim por diante, até que a quantidade desejada
de biomassa de levedura fosse propagada. Geralmente espera-se
produzir aproximadamente 20 g de levedura lager por litro de
mosto. Para preparar a inoculagcio de levedura, a cultura foi
centrifugada a 4°C ¢ 1.0 X 10* rpm (raio = 0.06 m) por 10
minutos. Apds centrifugagdo, o liquido foi decantado e peso
molhado apropriado de levedura foi obtido a partir da pélete.

4.3 Meio de Fermentagdo de Mosto

As cervejarias Labatt do Canada supriram
mosto de fabrico de bebida fermentada com uma gravidade
especifica de 17.5°P. A concentracio de carbohidratos
fermentaveis, gravidade especifica e amino nitrogénio livre no
mosto usado para as fermentagdes através deste trabalho ¢ dada
no Apéndice A2.1. O detalhe adicional na composi¢do do mosto ¢
dado por Dale e outros., 1986, Hoekstra, 1975, Hough e outro.,
1982, Klopper, 1974, ¢ Taylor, 1989.

Fermentacoes de Dosagem: O mosto foi
aquecido em um autoclave por 45 minutos a 100°C ¢, em seguida,
arrefecido, antes da inoculagdo com gotas de célula imobilizada
ou levedura livremente suspensa.

Fermentacées Continuas: O mosto usado para
as fermentagdes continuas foi pasteurizado (Trocador de Calor de
Placa Fisher, combi-flow Type Eurocal 5FH) antes da
alimentagdo no bioreator de elevagdo de gas, e este mosto foi

monitorado  regularmente para contaminantes microbiais,
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conforme descrito na se¢do 4.6. Se contaminacio foi detectada no
mosto, ele foi imediatamente descartado, € novo mosto foi
coletado a partir da instalacéo.

O pasteurizador foi operado a uma taxa de fluxo
volumétrica de 0.8 m’ / hora. A unidade tem uma se¢do de
retencdo tubular onde o mosto foi mantido a uma temperatura
media de 85°C com uma temperatura minima de 80°C. O volume
da secdo de reteng¢do foi 1.13 x 1072 m’, dando um tempo de
residéncia na se¢do de retencio de 51 segundos. Seguinte 4 etapa
de aquecimento, o mosto foi rapidamente arrefecido a uma
temperatura de 2°C apods saida da unidade.

4.4 Metodologia de Imobilizacdo

Gel de Kappa-carrageenan X-0909 foi uma
doagdo generosa de Copenhagen Pectin A/S. Gotas de gel de
Kappa-carrageenan contendo células de levedura lager presas
foram produzidas usando-se o processo de misturador estatico,
conforme descrito em detalhes por Neufeld e outros. (1996), com
carregamentos de célula iniciais de 10’ — 10® células/mL de gel,
que sdo especificadas para cada experimento. Conforme ilustrado
na FIG. 15, o processo de misturador estatico ¢ baseado na
formagdo de uma emulsdo entre uma fase continua nao-aquosa,
oleo vegetal (Mazola Corn Oil), e uma fase dispersa aquosa,
kappa-carrageenan (3% w/v) em solu¢do de KCl (0.2%
peso/volume), inoculada com levedura, usando-se misturadores
estaticos de poliacetal em linha (Cole-Parmer Instrument Co.,

USA). Na se¢do de aquecimento do esquema, onde a levedura foi
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rapidamente misturada com a solucdo de carrageenan, ¢ a
emulsdo foi formada, a temperatura foi 37°C. A gelacdo das
goticulas de kappa-carrageenan no interior da emulsio foi
induzida com arrefecimento rapido em um banho de gelo e
endurecimento subseqiiente em um banho de cloreto (22 g/L). Um
misturador estatico de 25 elementos de 6.4 mm de didmetro foi
usado para criar a mistura de levedura e carrageenan. Um segundo
misturador de 42 elementos de 12.7 mm de didmetro foi usado
para criar a emulsdo. As gotas usadas para os experimentos neste
trabalho eram de 0.5 mm < (didmetro de gota) < 2.0 mm.

4.5 Distribuicgdo de Tamanho de Particula
Cumulativa de Gotas de Gel de Kappa-Carrageenan

Contendo Células de Levedura Imobilizada

Gotas de gel de Kappa-carrageenan foram
aleatoriamente amostradas de um curso de producdo de 30-L de
gotas de gel, de modo a calcular uma distribuicdo de tamanho de
particula em uma base de peso molhado de massa. Cada amostra
foi de aproximadamente 500 g de peso molhado. Peneiramento
foi usado para determinar a distribuicdo de tamanho de particula
de gota. As gotas foram passadas através de uma série de peneiras
com tamanhos de grade de 2.0, 1.7, 1.4, 1.18, 1.0, ¢ 0.5 mm. Um
volume de 4.5 L de 22 g/L solugio de KCl foi usado para facilitar
o peneiramento de cada amostra de gota. As gotas de gel de
kappa-carrageenan foram assumidas para serem perfeitamente

esféricas, de modo que o didmetro de peneira foi tomado como o
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didmetro de particula. Foi também assumido que a densidade de
particula foi uniforme e independente do tamanho de particula.

4.6 Enumeracdo de Célula e Viabilidade

Viabilidade de Levedura Livremente Suspensa
e Concentragdo de Célula: A técnica de tingimento de azul de
metileno da Sociedade de Quimicos de Producdo de Bebida
Fermentada Internacional (Technical Committee and Editorial
Committee of the ASBC, 1992) foi usada para medir a viabilidade
da célula de levedura. O tingimento mede se uma populacdo de
levedura € vidvel ou ndo-viavel, baseado na capacidade de células
viaveis para oxidar o corante para sua forma incolor. As células
ndo-viaveis carecem da capacidade de oxidar o tingimento e,
portanto, o azul de tingimento. O azul de metileno tamponado
Fink-Kuhles foi preparado pela mistura de 500 mL de Solugdo A
(0.1 g de azul de metileno / 500 mL dH,0) com 500 mL de
Solucdo B (498.65 mL de 13.6 g KH,PO, / 500 mL d H,0
misturado com 1.25 mL de 2.5 g Na,HPO,4- 12H,O / 100 mL d
H,O) para dar uma soluc¢do de azul de metileno tamponado final
com um pH of 4.6.

A solugdo de levedura diluida foi misturada com
a solugdo de azul de metileno em um tubo teste, a uma suspensio
de aproximadamente 100 células de levedura em um campo
microscopico. Uma pequena gota da suspensdo misturada foi
colocada em uma l4mina de microscopio e coberta com uma
tampa de deslizar. Seguindo um a cinco minutos de contato com o

tingimento, as células tingidas de azul e as células que
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permaneceram incolores foram enumeradas. A percentagem de
c¢lulas vidveis foi reportada como uma percentagem do nUmero
total de células enumeradas. A concentracdo da célula foi
determinada usando-se um microscopio leve e um Hemacitometro
(Hauser Scientific Company).

Viabilidade de  Célula  Imobilizada ¢
Concentragido de Célula: Gotas de gel foram separadas do
liquido de fermentagdo pela p'assagem da mistura através de uma
peri. ira estéril (tamanho de malha de poro de 500 mm), e
elevando com 10 mL de 4gua destilada. Gotas de gel, 1 mL,
contendo levedura presa, foram adicionadas a um recipiente de
especime estéril de 50 mL contendo 19 mL de agua destilada. As
gotas foram entdo rompidas usando-se um aparelho Polytron®
(Brinkmann Instruments), para liberar as células do gel. A
viabilidade da célula e concentracio foram entio medidas
conforme descrito para as células livremente suspensas.

4.7 Analise Microbioldgica

Andlise da Fase Ligquida: Amostras foram
tomadas de fermenta¢des continuas pelo menos uma vez por
semana para analise microbiolégica. O mosto que foi usado para
fermentagdes continuas foi também testado para contaminag¢io

antes de transferi-lo no bioreator. Para testar a presenca de ambas

a bactéria aerdbica e anaerdbica, as amostras foram colocadas na

Agar Cerveja Universal (UBA, Difco Laboratories), com a adicdo
de 10 mg/L de cicloheximida, e incubada a 28°C por 10 dias. As

placas que foram testadas para contaminagdo bacterial anaerdbica
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foram colocadas em um jarro anaerébico com um
acondicionamento AnaeroGen® (Oxoid), que leva qualquer
oXigeénio remanescente no jarro, criando um ambiente anaerdbico.
Um indicador anaerdbico (Oxoid), que vira rosa na presenca de
oxigénio, foi usado para verificar as condi¢des anaerdbicas no
interior do jarro. Contaminacdo de levedura selvagem foi testada
pelas  amostras no meio de levedura (YM agar, Difco
Laboratories) mais CuSO, (0.4 g/L), incubada a 25°C por 7 dias.
Agar de Nutriente de Extrato de Levedura de Peptona (PYN),
descrito anteriormente, foi usado para amostras de peneira para
contaminantes de levedura nio-lager a 37°C por 7 dias. A
auséncia de crescimento de levedura no PYN a 37°C indicou que
levedura ndo-ale ou contaminantes que se desenvolveram a 37°C
estavam presentes.

Analise da Fase Gel: Um ensaio foi
desenvolvido em nosso laboratério para assegurar que as gotas de
célula imobilizada a serem usadas para fermentagdes estivessem
livres de contaminagdo de bactéria antes sendo providas no
bioreator. O objetivo principal era evitar contamina¢do com
organismos de refugo de cerveja tais como Pediococcus sp. €
Lactobacillus sp. ou levedura selvagem. Um volume de 3 mL de
gotas de gel de carrageenan foi inoculado em 100 mL de varios

meios liquidos seletivos diferentes descritos abaixo, e colocado
em frascos de 250 mL a 25°C, e agitado a 100 I'Pm em um
agitador incubador. Caldo NBB (Nachweis von Bierschidlichen
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Bacterien) (BBL cat # 98139, NBB Broth Base, 0.02 g/L de
cicloheximida) ¢ um meio semi-seletivo que ¢ usado para teste
para bactéria de refugo de cerveja, tal como Pediococcus Sp. €
Lactobacillus sp. Caldo de sulfato de cobre (16 g/L caldo YM,
Difco; 0.4 g/l CuSO,) é um meio semi-seletivo para teste para
contaminantes de levedura selvagem. Finalmente, Métodos
Padrées (STA) + caldo de cicloheximida (16 g/L “Métodos
Padroes” caldo, Difco; 0.02 g/L de cicloheximida) ¢ usado para
teste para bactéria encontrada na dgua, agua de despejo, produtos
diarios, € alimentos (Power e McCuen, 1988). Os meios seletivos
foram escolhidos para detectar e identificar organismos de refugo
de cerveja potenciais dentro de trés dias. As amostras
contaminadas foram indicadas por turbidez dentro da amostra, e
uma identifica¢do presumivel dos contaminantes foi feita.
Metodologia de Deteccdo de Célula de
Levedura  Deficiente  Respiratéria (DR):  Técnica de
Sobreposicdo de Cloreto de Trifeniltetrazolium (TTC): Este
método foi usado para distinguir levedura deficiente respiratdria
do resto da populagdo, e é baseado no principio que 0 TTC € um
sal incolor que forma um precipitado vermelho sob reducéo.
Quando o TTC ¢ sobreposto nas colonias de levedura que se
desenvolvem na agar Levedura-Peptona-Dextrose (YPD) (extrato
de levedura, 10 g/L; Peptona, 20 g/L; Dextrose, 20 g/L; Agar, 20
g/L em dH,0), a levedura suficiente respiratoria reduzird o TTC,

e estas colonias tornar-se-30 rosas claras para vermelhas.
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Contudo, a levedura deficiente respiratéria nio reduz o corante, e
retém sua cor original.

As culturas foram seriamente diluidas a uma
concentracdo adequada de microorganismos, ~100 células/ 0.2
mL, para revestimento. As placas de YPD foram, em seguida,
incubadas por aproximadamente 3 dias a 21°C até que as colonias
de levedura fossem visiveis em um ambiente anaerébico. Cada
placa foi, em seguida, sobreposta com 20 mL de de Agar de
sobreposi¢do a 50°C de TTC. Apds arrefecimento das solugdes
individuais a 50°C, o agar de sobreposi¢do de TTC foi produzido
pela mistura 1:1 Solugdo A (12.6 g/ de NaH,PO,; 11.6 g/L de
Na,HPO,; 30.0 g/L agar em dH-0, autoclavada a 121°C, 15 min)
com Solugdo B (2.0 g/L 2,3,5-trifeniltetrazolium cloreto em dH-0,
autoclavada a 121°C, 15 min). As placas estavam prontas apés 3
horas de incubagdo & temperatura ambiente. A percentagem de
RD foi reportada como uma percentagem de coldnias nio
manchadas do numero total observado.

4.8 Microscopio de Elétron de Varredura (SEM)
de Levedura Imobilizada em Gotas de Gel de Kappa-Carrageenan

Gotas de gel de Kappa-carrageenan contendo
levedura imobilizada foram removidas do bioreator através do
orificio de amostra, e colocadas em um frasco de vidro de tampa
roscada de 10- mL, com as gotas submersas em um pequeno
volume de caldo de fermentagio. O frasco foi imediatamente
coberto em gelo e transportado em um recipiente isolado para a

facilidade de SEM. As gotas de gel de Kappa-carrageenan
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contendo levedura imobilizada foram fixadas em 2% (v/v) de
glutaraldeido preparado em tampdo de fosfato de Sorensen, 0.07
M, pH 6.8 (Hayat, 1972). Isto foi seguido pela pos-fixacdo em 1%
(peso/volume) de tetroxido de o6smio, preparado no mesmo
tampao, e desidratagdo através de uma série graduada de solucdes
de alcool 50, 70, 80, 90, 95, 100% (v/v), em 15 minutos para
cada, e, em seguida, 3 mudancas a 100%. Antes do ponto de
secagem critico (Ladd Research Industries, Burlington, VT)
atr« ves de didxido de carbono, algumas gotas foram congeladas
em nitrogénio liquido, fraturadas e coletadas em alcool 100%. O
fraturamento congelado permite que a face interna das gotas seja
exposta com distorcdo minima. Seguinte ao ponto de secagem
critico, as amostras foram revestidas por difusdo (revestidor por
difuséo Polaron SC500, Fison Instruments, England ) com 30 nm
de ouro/paladio e, em seguida, varridas com um microscopio de
elétron de varredura de emissdo de campo Hitachi S-4500 (Nissei
Sangyo, Tokyo, Japdo).

4.9 Protocolo de Amostragem do Bioreator

O reservatorio de orificio de amostra do
bioreator (Valvula de Amostra de Membrana Tipo Scandi-
Brew T) foi preenchido com 70% (v/v) de solucio de etanol
para manter condi¢des assépticas ao redor da abertura entre
as amostragens. De modo a tomar uma amostra, o obturador
foi removido a partir da base do reservatério de etanol,
drenado e mergulhado com etanol, antes da abertura do

orificio. As amostras foram coletadas em um frasco ou em um
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jarro de tampa com rosca e volumes variados de 5-60 mL,
dependendo da analise requerida. De modo a testar a
contamina¢do microbiolégica, 10 mL do liquido de
fermentacdo foi bombeado a vicuo através de uma unidade
de filtro de membrana estéril. A membrana, de tamanho de
poro de 0.45 mm, foi colocada no meio seletivo apropriado,
conforme descrito na Secio 4.6.

Para anilise quimica, 60 mL de amostra foi
retirada através do septo do frasco vedado de 100 mL e
seringa filtrada através de um sistema de filtro de seringa de
camada dupla Schleicher e Schull, FP-050, com tamanhos de
poro de S mm e 0.45 mm. O volume requerido de amostra foi,
em seguida, dispensado em um frasco de espaco superior de
20 mL, e vedado com um septo de Teflon e tampa de
aluminio. Os volumes de amostra requeridos estio listados na
Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Requerimentos de volume de

amostra para varias analises quimicas.

Amostra Volume (mL)
Etanol 5

diois de cadeia curta 10
cerveja volatil 12
dicetonas vicinais 5
carbohidratos/gravidade i2
especpifica
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amino nitrogénio livre | 12

4.10 Medigdo de Oxigénio Dissolvido

O analisador de oxigénio dissolvido Dr. Thiedig
Digox 5 mede o oxigénio dissolvido na faixa de 0.001 - 19.99
mg/L. no mosto, mosto de fermentacio e cerveja (Anon, 1998).
Vilacha e Uhlig, (1985) testaram muitos instrumentos para
medi¢do de oxigénio dissolvido em cerveja, € encontraram o
analisador Digox para dar valores precisos de mosto verdadeiro.

O método de medigdo eletromecanico usado por
Digox 5 € baseado em um arranjo de trés eletrodos
amperométricos com um potenciometro. A célula de medi¢io
consiste de um eletrodo de medi¢do (catodo) e eletrodo contador
(anodo). Estes eletrodos s3o expostos ao liquido no qual a
concentragdo de oxigénio ¢ para ser medida. Uma reagdo no
eletrodo de medigdo ocorre apds fixacdo de um potencial de
medigdo definido. No eletrodo de medicio de prata grande, as
moléculas de oxigénio sdo reduzidas em ifons hidroxila. Duas
moléculas de 4gua reagem na equacdo 4.1, com uma molécula de
oxigénio, enquanto absorvem quatro elétrons, dando quatro ions
hidroxila.

O, +2H,0 +4¢” — 40H" (4.1)

O anodo de ago inoxidavel absorve os quarto
electrons liberados no catodo de modo a assegurar o fluxo de
corrente. Na equagdo 4.2, a corrente de medicdo I é diretamente

proporcional & concentragdo de oxigénio C, o
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[=KxCLo (4.2)

onde a constante K ¢ influenciada pela constante
de Faraday, o nimero de elétrons convertido por molécula, a area
superficial do catodo, e a largura da camada limitrofe na
superficie do eletrodo de medigao.

Um potencial de medicdo caracteristico
constante ¢ critico para a seletividade (para oxigénio) e precisao
da medi¢do. A voltagem de medicdo é estabilizada pelo eletrodo
de referéncia, que ndo ¢ carregado pela corrente. Isto, junto com o
potencioestato, que proporciona retro-alimentacdo eletronica,
proporciona um potencial de medi¢do constante. A superficie do
eletrodo de medig¢do ¢ eletroliticamente ligada ao eletrodo de
referéncia via um diafragma.

O erro, baseado na faixa de medi¢do da
concentragdo de oxigénio dissolvido final, foi £3% (Anon, 1998).
O analisador de oxigénio dissolvido foi calibrado usando-se a
Calibra¢do Ativa de Thiedig, em que o Digox 5 produziu uma
quantidade de oxigénio definida baseada na Lei de Faraday (0.500
mg/L) e, em seguida, cruzado com este com os valores medidos
na matriz. Isto permite que o instrumento a ser calibrado sob a
pressdo, temperatura e condigdes de fluxo, corresponda aquele da
medi¢do, dentro de um minuto. Devido a troca de moléculas no
sensor ser um processo de difusdo, ela ¢ influenciada pela
temperatura, resultando em taxas de reagdo mais rapidas e

aumentos na corrente medida. Portanto, o Digox 5 é também
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equipado com um sensor, que mede a temperatura e compensa
automaticamente as flutuagges.

O Digox 5 tem algumas vantagens sobre os
sensores de oxigénio baseados em membrana. Devido ao Digox
nado usar eletrélito, a perda de sensibilidade ¢ relativamente baixa,
€ somente depositos menores no eletrodo de medicdo ocorrem.
Também, a sensibilidade pode ser determinada em qualquer
tempo, pela realizagdo de uma calibragio ativa. E um
pr¢ edimento simples limpar o eletrodo e re-calibrar o
instrumento. Em muitos sensores de membrana, cloreto de prata é
depositado no catodo, e as solugdes de eletrdlito mudam,
resultando em leituras progressivamente inferiores. Por esta razo,
as membranas ¢ eletrolitos sdo recomendados que sejam mudados
em poucas semanas ¢, em seguida, re-calibrados, uma tarefa longa
e problematica. A calibragdo dos sensores baseados em membrana
€ usualmente conduzida no laboratdrio em niveis de saturagdo de
oxigénio, que pode causar erros aprecidveis, especialmente no
mosto e matriz de cerveja em niveis de oxigénio muito baixos. A
temperatura tera uma influéncia de trés dobras nos sensores de
oxigé€nio baseados em membrana: a permeabilidade da membrana
mudard, a pressdo parcial de oxigénio mudara, e a solubilidade de
oxigénio no eletrélito mudard. A compensacdo de temperatura
para estes trés fatores nos sensores baseados em membrana €
dificil.

Medi¢cdo de Oxigénio Dissolvido no Mosto

Durante Armazenamento: Revestimento de grau de alimento
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flexivel Tygon® (% de polegada de didmetro interno) foi
assepticamente conectado a um orificio de amostra localizado
perto do topo da base conica dos tanques de armazenamento de
mosto T-1 e T-2 (ver se¢do 4.2.1). Uma bomba peristaltica de
velocidade varidvel proporciona taxa de fluxo volumétrico de 1]
L/hora através do bloco de analisador de oxigénio dissolvido.
((Masterflex® L/S™ Digital Standard Drive, Cole-Parmer cat. #P-
07523-50)). As medi¢des de oxigénio dissolvido no mosto foram,
em seguida, registradas apos 4-5 minutos.

Medic¢do de Oxigénio Dissolvido no Bioreator:
Antes da realizagdo das medigdes de oxigénio dissolvido no
bioreator, o bloco de analisador Digox 5 foi sanitarizado. A
admissdo do sensor foi conectada ao revestimento de Grau de
Alimento estéril Tygon® (V% de polegada de didmetro interno).
Uma solu¢do de etanol 70% (v/v) foi bombeada através do
analisador a uma taxa de fluxo volumétrico de aproximadamente
10 L/hora por 15 minutos. O analisador de oxigénio dissolvido foi
conectado a uma torneira de dgua de laboratério, e dgua quente
(70°C) foi passada através do sensor por um minimo de 2 horas.
Esta metodologia foi usada preferivelmente do que esterilizagcdo
de vapor, porque os materiais do bloco do analisador nio podem
tolerar temperaturas de acima de 70°C. Seguinte ao periodo de
sanitarizagdo de duas horas, o revestimento na admissio e
descarga da unidade foi preso para manter esterilidade no interior

do analisador. Em uma coberta de fluxo laminar, o revestimento
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recentemente esterilizado foi conectado a admisséo e descarga do
analisador. As extremidades livres do revestimento foram, em
seguida, presas assepticamente aos orificios de aco inoxidavel de
/4~ de didmetro interno na placa superior do bioreator, e medigoes
foram tomadas. Quando os orificios no bioreator nio estavam em
uso, eles foram vedados usando-se um pequeno comprimento de
revestimento de grau de alimento esterilizado Tygon®.

Oxigénio dissolvido foi medido no bioreator de
elevagdo de gds em linha pela retirada do liquido a partir da
fermentagdo através de um orificio situado na placa superior do
bioreator. O liquido de fermentag¢do que sai do bioreator atraveés
de um filtro de ago inoxidavel (ver segdo 4.1.2), conectado a um
tubo de ago inoxidavel de Y4 de polegada que penetra a placa
superior do bioreator. O liquido, em seguida, escoado através do
revestimento de grau de alimento flexivel Tygon® (% de polegada
de didmetro interno), que foi conectado a uma bomba peristaltica
de velocidade variavel (Masterflex® L/S"™ Digital Standard Drive,
Cole-Parmer cat. #P-07523-50), proporcionando uma taxa de
fluxo volumétrico de 11 L/hora através do bloco do analisador de
oxigénio dissolvido. O liquido de fermentacdo foi, em seguida,
reciclado através de um segundo orificio de aco inoxidavel de um
quarto de polegada, que penetrou a placa superior do bioreator. O
revestimento de grau de alimento Tygon® (Cole-Parmer, 1999)
foi usado para conectar o sensor ao bioreator por causa de sua

permeabilidade de oxigénio baixa supridor de
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30 cm3mm/(s-cm2~cmHg) x 107%. A medi¢do foi tomada apds 4-5
minutos de circulagio.

4.11 Anélise Quimica

Calibracdes foram realizadas usando-se os
reagentes padrdes apropriados. Todos os reagentes usados para a
analise foram >99% puros. Onde necessario, purificacio
subseqliente via destilagfo foi realizada.

4.11.1 Etanol

A concentracdo de etanol foi determinada
usando-se 0 método de cromatografia de gas de padrdo interno
(GC) do Comité Técnico e Comité Editorial da Sociedade
Americana de Quimicas de Fabrico de Bebida Fermentada (1992).
As amostras desgaseificadas foram tratadas diretamente com
padrdo interno de isopropanol 5% (v/v), injetadas em um
Cromatografo de Gés Perkin Elmer 8500 equipado com um
detector de ionizagdo de chama (FID) e um auto-amostrador
Dynatech. Um Cromo-absorsor 102 de coluna de malha 80-100
foi usado com hélio como o gas transportador. Condigdes
cromatograficas: taxa de fluxo de 20 mL/min, temperatura do

injetor de 175°C, temperatura do detector de 250°C, e

temperatura de coluna de 185°C.

4.11.2 Resumo do Carbohidrato

As concentragdes de glucose, frutose, maltose,
DP3 (maltotriose), DP4 (maltotetraose), poli-1 (polisacarideo de
pico 1) e glicerol nas amostras de fermentagio foram

quantificadas usando-se um cromatégrafo de liquido de alta
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performance Spectra-Physics (SP8100XR) (HPLC), equipado
com uma coluna de troca de cation (Bio-Rad Aminex, HPX-87K)
e um detector de indice de refracdo (Spectra-Physics,
SP6040XR). A fase movel era fosfato de potassio dibasico 0.01
M, ¢ o sistema era equipado com um auto-amostrador Spectra-
Physics (SP8110). O instrumento foi operado com uma pressdo de
retorno de 800 psi. A taxa de fluxo da amostra e eluente através
da coluna foi 0.6 mL/minuto,Acom uma temperatura de coluna de
85~ e uma temperatura de detector de 40°C. O volume de injecao
fo1 10 mL.

4.11.3 Gravidade Especifica

A gravidade especifica do mosto e meio de
fermentagdo € descrita no estudo em termos de Extrato Real (grau
Plato, °P), que ¢ a unidade aceita usada na ind’stria de fabrico de
bebida fermentada.

As amostras de fermentacdo foram filtradas
conforme descrito na se¢do 4.8, e colocadas em rotacdo antes da
analise com um medidor de densidade digitalizado (Densitdmetro
de Anton Paar DMA-58) para medir a gravidade especifica do
mosto (grau Plato). As amostras de fermentac¢do foram inseridas
em um tubo U de vidro, que oscila eletronicamente para
determinar a gravidade especifica, dando, desse modo, grau Plato
indiretamente.

O grau Plato se refere ao valor numérico de uma
percentagem (peso/volume) de solugdo de sucrose na agua a 20°C,

cuja gravidade especifica € a mesma conforme o mosto em
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questdo. Devido a escala de grau Plato e tabelas resultantes
relacionadas a gravidade especifica da solugdo para concentracoes
de soluto serem baseadas na solu¢do aquosa de sucrose, ela é
somente uma aproximagdo da quantidade de extrato. O extrato é
um termo referente a massa soltivel disponivel total em um
material de fabrico de bebida fermentada “como ¢”’, ¢ /ou
potencialmente através de processamento (Hardwick, 1995) tal
como carbohidratos, proteirias, taninas. O extrato ¢ ainda
correntemente expresso na induastria de fabrico de bebida
fermentada como gravidade especifica no grau Plato devido a
falta de uma referéncia mais apropriada melhor relacionada a
variabilidade nas composi¢des de mosto de origens diferentes.

4.11.4 Diacetil Total

Diacetil total (2,3-butanodiona) na cerveja e
amostras de fermentacido foi medida usando-se uma técnica
de amostragem de analise de espaco superior, seguido por
separacio GC de capilaridade (Hewlett-Packard 5890) e
deteccio de captura de elétron (ECD) baseada no método do
Comité Técnico e Comité Editorial da Sociedade Americana
de Quimica de Fabrico de Bebida Fermentada (1992). O
método se refere ao “diacetil total” porque o método mede a
quantidade de diacetil e seu precursor, alfa-acetolactato. O
gas transportador foi 5% de metano em argénio a 1.0
mL/minuto, ¢ uma coluna de J & W DB-Wax foi usada. A

razdo de divisdo foi 2:1, e o gas auxiliar foi hélio em
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60 mL/minuto. A temperatura do injetor foi 105°C, e a
temperature do detector foi 120°C.

O sistema foi equipado com um auto-
amostrador de espago superior Hewlett Packard 7694E, e 2.3-
hexanodiona foi usada como um padrdo interno. O tempo de ciclo
de amostra foi 40 minutos, com um tempo de equilibrio de frasco
de 30 minutos a 65°C, um tempo de pressurizacdo de 2 minutos a
4.8 psig, um tempo de enchimento de circulo de 0.2 minuto, um
tempo de equilibrio de circulo de 0.1 minuto, e um tempo de
injecdo de 0.27 minuto. A pressdo de transporte foi 18.8 psig, a
temperatura da linha de transferéncia foi 95°C, e a temperatura do
circulo foi 65°C.

4.11.5 Volateis da Cerveja

Volateis da cerveja incluindo acetaldeido, etil
acetato, isobutanol, 1-propanol, isoamil acetato, isoamil alcool,
etil hexanoato, e etil octanoato foram medidos usando-se um
método de espago superior de padrdo interno (n-butanol) GC
(Hewlett Packard 5890), ¢ um detector de ionizacdo de chama
(FID). O gas transportador foi hélio a 6.0 mL/min, e GC foi
equipado com um auto-amostrador de espaco superior Hewlett
Packard 7694.

A temperatura do injetor GC foi 200°C, e a
temperatura do detector foi 220°C. O perfil da temperatura do
forno: 40°C (5 min), 40 - 200°C (10°C/min), 200 -220°C
(50°C/min), 220°C (5 min). Os gases de FID incluem o veiculo a
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6.0 mL/min, composi¢do de hélio a 30 mL/min e 28 psig, H-a 350
mL/min e 25 psig, e ar a 300 mL/min e 35 psig.

O septo foi purgado a uma taxa de fluxo de 0.8
mL /min. A pressdo superior foi 4.0 psig. Quando o auto-
amostrador foi conectado via uma agulha no orificio de injecdo, a
pressdo do frasco foi 15.9 psig, a pressdo do veiculo foi 7.1 psig, a
pressao superior de coluna foi 4 psig, o fluxo de divisdo foi 18
mL/min, e o fluxo de coluna foi 6 mL/min. As temperaturas da
zona: frasco a 70°C, circulo a 80°C, linha de transferéncia a
150°C.

O tempo de ciclo de GC foi 40 min, com um
tempo de equilibrio de frasco de 35 min, um tempo de
pressurizagdo de 0.25 min, um tempo de enchimento de circulo de
0.1 min, um tempo de equilibrio de circulo de 0.1 min, um tempo
de inje¢do de 3 min, e um volume de circulo de amostra de mL.

4.11.6 Amino Nitrogénio Livre (FAN)

O Método Internacional de Amino Nitrogénio
Livre do Comité Técnico e Comité Editorial da Sociedade
Americana de Quimicas de Fabrico de Bebida Fermentada (1992)
foi usado para determinar a concentracio de amino nitrogénio
livre em wuma amostra de fermentacio, usando-se um
espectrofotometro  Perkin  Elmer LS50B. Este método
espectrofotométrico revela uma reagfio de cor entre ninhidrina e o
nitrogénio presente na amostra. A quantidade de absorvancia esta
dirctamente relacionada a4 quantidade de amino nitrogénio livre

presente.
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a) Reagente de Cor: 19.83 ¢ de di-sédio
hidrogénio fosfato (Na,HPO,)

30.00 potéssio di-hidrogénio fosfato (KH-PO,)

2.78 g de ninhidrina monohidrato

1.50 g de frutose

b) Reagente de Diluigdo: 2.00 g de iodato de
potassio (KIO;)

596 mL de égua deionizada destilada

404 mL 95% (v/v) de etanol

Armazenado no refrigerador e usado a
temperatura ambiente.

¢) Solugdo de Estoque de Glicina: 0.1072 g/100
mL de agua deionizada destilada

d) Solugdo Padrio de Glicina: solucdo de
estoque foi diluida 1:100 (v/v) com 4gua deionizada destilada.
Este padrdo contém 2 mg/L de FAN.

As amostras foram diluidas a uma razio de
100:1 com 4gua destilada, e 2 mL da amostra diluida foram
introduzidos em cada um dos 3 tubos testes. A peca bruta foi
preparada pela introducdo de 2 mL de 4gua deionizada destilada
em cada um dos 3 tubos testes. Trés tubos testes contendo 2 mlL
de cada da solugdo padrio de glicina foram também preparados.

Para todas as amostras, | mL de reagente de cor
foi adicionado e, em seguida, elas foram colocadas em um banho
de agua a 100°C por exatamente 16 minutos. Os tubos testes

foram, em seguida, arrefecidos em um banho de 4gua a 20°C por
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20 minutos. Cinco mL do reagente de diluicdo foi, em seguida,
adicionado a cada tubo teste e misturado. As amostras foram, em
seguida, permitidas assentar por 10-15 minutos. A absorvincia a
570 nm foi, em seguida, medida usando-se um espectrofotOmetro,
¢ a quantidade de FAN em uma amostra foi calculada usando-se a
equacgdo 4.3.

FAN (mg/L) = (Ap - Ag - Ap) 2d / Ag (4.3)

onde FAN ¢ a quantidade de amino nitrogénio
livre na amostra em mg/L, Ap ¢ a media das absorvéncias das
solugdes testes, Ag € a media das absorvancias para as pecas
brutas, Ar € a media das absorvancias para a corre¢io para mostos
escuros e cervejas, 2 € a quantidade de FAN na solugfio padrio de
glicina, d € o fator de dilui¢do da amostra, e As € a média das
absorvéncias para a solugdo padrio de glicina.

CAPITULO 5. FERMENTACAO CONTINUA
USANDO SISTEMA DE BIOREATOR DE ELEVACAO DE
GAS

Um sistema de bioreator de tubo de tiragem de
ar de elevagdo de gas foi escolhido para fermentagdo de cerveja
continua de transferéncia de massa excelente publicada (liquido-
solido), e caracteristicas de mistura. A transferéncia de massa de
liquido-s6lido € especialmente importante, visto que ela envolve a
transferéncia de nutrientes a partir da fase liquida para o
biocatalisador de célula imobilizada sélida, proporcionando
substratos para a levedura encapsulada. Estes bioreatores também

proporcionam boa aera¢do, baixo consumo de energia, € sdo
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simples de construir. Isto tem produzido sistemas de bioreator de
elevagdo de gis muito atrativos para operacdes de grande escala,
tal como aquele usado comercialmente para tratamento de agua de
despejo (Driessen e outros ., 1997: Heijnen, 1993).

5.1 Descri¢@o do Bioreator de Tubo de Tiragem
de Ar de Elevacio de Gas

Esta secdo dd uma descricdo detalhada do
bioreator de elevagio de gas usado neste trabalho.

5.1.1 Corpo do Bioreator

O bioreator de tubo de tiragem de ar de elevacéo
de gas de 13 L (volume de operagdo de 8 L) designado para este
trabalho foi um leito fluidizado de trés fases (liquido/solido/gas),
onde as células imobilizadas foram mantidas em suspenséo pela
circulagdo de liquido interno acionada por gas diéxido de carbono
(Heijnen, 1996), conforme mostrado na FIG. 16. Uma fotografia
do vaso do bioreator ¢ dada na FIG. 17, e um desenho detalhado
com dimensdes detalhadas € dado na FIG. 18. Diéxido de carbono
e ar fluem no cone de fundo do bioreator através de um
aspergidor de ago inoxidavel (bocal purgador de CO,, Part #9222,
Hagedorn & Gannon, USA), 0.11m de comprimento, 0.013 de
didmetro externo. Diéxido de carbono foi usado como o gas de
fluidizag@o, e ar foi usado para suprir oxigénio para as células de
levedura.

Um tubo de tiragem de ar, concentricamente
localizado dentro do bioreator, funciona como o elevador neste

sistema de leito fluidizado, enquanto o anular externo serve como
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a entrada descendente. O tubo de tiragem de ar interno foi
suspenso de um separador de particula cilindrico, assentado em
trés abas de ago inoxidavel na regiio superior expandida do
bioreator. Mantendo-se o tubo de tiragem e separador de
particular assentando dentro do bioreator, minimiza-se o risco de
contaminagdo microbial a partir do ambiente externo.

Originalmente, o bioreator tem uma peneira de
malha para separar as células imobilizadas a partir do liquido na
descarga. Contudo, a peneira era propensa a obturar, de modo que
um cilindro de ago inoxidavel foi usado para separar as gotas de
célula imobilizada a partir da fase liquida a medida que elas se
movem sobre o topo do tubo de tiragem, e seguem para baixo no
anular. As particulas colidiriam com o cilindro e cairiam na fase
liquida de massa preferivelmente do que deixando o bioreator
como inundagdo. Desse modo, existe uma regido pequena perto
da descarga do bioreator que estava livre de particulas de célula
imobilizada. A regido superior expandida do bioreator também
aumenta a area superficial para desengatamento de bolha de gas.

5.1.2 Placa Superior do Bioreator

Na FIG. 19 um esquema da placa superior do
bioreator ¢ dado. Os orificios da placa superior foram mantidos
em um minimo para reduzir o risco de contaminacdo. Os orificios
foram ou soldados diretamente na placa superior, ou ajustes de
compressdo (Swagelok®) foram usados. A placa superior
incorpora um orificio de inoculagio, um pog¢o térmico,

termometro, um septo para amostragem de gis e retirada de
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liquido, e orificios de retorno para medicio de oxigénio
dissolvido. Um sensor de temperatura foi inserido no poco
térmico, que retorna para o sistema controlador de temperatura. O
controlador de temperatura d4 uma retro-alimentacdo a uma
valvula solendide, que abre e fecha o suprimento de glicol para a
Jaqueta térmica do bioreator. A temperatura foi monitorada
usando-se  um  termOmetro  (Cole-Parmer Waterproof
Thermocouple thermometer, #90610-20) € por uma sonda tipo T,
quc foi soldada na placa superior do bioreator. O oxigénio
dissolvido foi medido usando-se um analisador de oxigénio
dissolvido (Dr. Theidig, Digox 5), que requer um fluxo de 9-11
L/hora de caldo de liquido através do bloco analisador para
leituras precisas de oxigénio. O liquido foi retirado do bioreator
para medi¢do de oxigénio através de um tubo interno de Y% de
diametro interno que vai através da placa superior no liquido de
fermentagdo. Conforme mostrado na FIG. 20, a ponta do tubo foi
assentada com um filtro para remover particulas grandes do
liquido a medida que ele foi bombeado através do analisador de
oxigénio dissolvido. O liquido foi entfo retornado de volta para o
bioreator através de outro orificio de " na placa superior.

5.1.3 Vilvulas Sanitérias para Amostragem
Asséptica

O bioreator foi equipado com uma valvula de
amostra de membrana (Scandi-Brew®) soldada na parede do
bioreator. A vdlvula foi designada para amostragem sob

condigdes assépticas. A membrana vedada diretamente contra o
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liquido de fermentagdo permite que a valvula seja totalmente
esterilizavel com vapor e dilcool através de duas descargas
(FIG. 18). Um pequeno reservatdrio externo de etanol circunda a
membrana para manter esterilidade entre a amostragem. Esta
valvula foi usada para toda amostragem do bioreator, e foi
assumido que a composi¢do do liquido no ponto de amostragem
ndo foi significantemente diferente do que a composi¢io do
liquido que sai da descarga do bioreator. Conforme mencionado
no capitulo de Materiais e Método deste trabalho, o bioreator foj
amostrado de uma vélvula localizada na parede externa do
bioreator. De modo a validar a suposicio que a composicdo do
liquido que sai da descarga do bioreator foi a mesma conforme o
liquido amostrado a partir do corpo do reator, estudos de tempo
de mistura foram realizados

Um método de tragador de pulso foi usado para
determinar o tempo de mistura no bioreator de elevagdo de gas.
(Chistie, 1989). Um volume de 1 mL de 10 N HCl foi
rapidamente injetado no anular do bioreator, € a mudanc¢a no pH
foi registrada com o tempo, com tempo, t = 0 segundos no tempo
da injegdo. O pH foi retornado para seu valor original pela injecdo
de 10 N NaOH. O eletrodo de pH (Cole-Parmer, cat. #P-05990-
90) era de 277 mm de comprimento e 3.5 mm de didmetro. Um
Transmisspr de pH de Processo Modelo Ingold 2300 foi usado
para monitorar o pH. Uma calibragio de pH de dois pontos foi
realizada com tampdes padrdes certificados, tampdo verde

Beckman pH 7.0, Parte #566002 e tamp&o vermelho Beckman pH
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4.0, Parte #566000. Os dados foram registrados em uma
freqiiéncia de 3750 Hz por 300 segundos usando-se um programa
de software designado por Cheryl Hudson e John Beltrano em
1994, e modificados por Norm Mensour em 1999 (Universidade
de Western Ontairo, London, Ontario).

Os dados de pH foram, em seguida, alinhados
usando-se o algoritmo Savitsky-Golay na Curva da Tabela 2D
(Jandel Scientific Software, Labtronics, Guelph, Ontario). O
algoritmo de Savitzky-Golay ¢ um método de dominio de tempo
de registro baseado no ajuste polinomial quértico de quadrados
minimos através de uma janela em movimento dentro dos dados
do pH (Anon, 1996). Os dados registrados foram, em seguida,
normalizados, e um grafico de ApH versus tempo foi gerado. O
tempo de mistura foi tomado para o minuto mais proximo,
quando o pH tiver alcangado ~95% do valor de equilibrio. O
tempo de mistura foi medido usando-se trés taxas de fluxo
volumétrico diferentes de didxido de carbono: 283 cm’ /min, 472
cm’/min (taxa de fluxo volumétrico usada através de todo este
trabalho), e 661 cm’/min. Em todos os trés casos o pH no bireator
se equilibra (~95% de corte) em menos do que 2 minutos,
conforme visto no Apéndice 1. O tempo de mistura foi
considerado para ser suficientemente curto para validar nossa
suposig¢do original que o bioreator foi bem misturado. Isto
permitiu-nos assumir que a composigio do liquido amostrado a
partir da parede do bioreator nfo era significantemente diferente

daquela que fluiu a partir da descarga, com um tempo de
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residéncia de liquido médio de 24 horas no bioreator. A partir das
figuras em anexo, uma recirculacio de liquido definitiva
superimposta na mistura pela dispersido foi vista, que € tipica de
bioreatores de elevagio de gas (Chisti, 1989).

5.2 Diagrama de Fluxo do Sistema de
Fermentagdo de Cerveja Continua

Um diagrama de fluxo para o sistema de
fermentacdo de cerveja conti'nuo, que foi alojado na Instalacdo
Pilo o de Micro-cervejaria da Compania Cervejaria Labatt
Limited de London, Ontario, é dado na FIG. 21, com uma
descri¢@o de partes detalhadas na Tabela 5.1. No resumo, o mosto
da cervejaria foi coletado na Instalacio da Labatt London,
esterilizado usando-se um pasteurizador (Fisher Plate Heat
Exchanger , combi-flow Type Eurocal 5FH), ¢ armazenado em
tanques de reten¢do grandes (T-1 e T-2). Durante fermentacdo
continua, o mosto foi transferido a uma taxa de fluxo controlada
para o bioreator de elevagdo de gas (BR-1) contendo células de
levedura imobilizada. O liquido fermentado deixa o bioreator
como sobre-fluxo, e foi coletado em um vaso de recebimento (T-
3). Nas secOes seguintes, a opera¢do do sistema de fermentacdo
de cerveja continuo dada na FIG. 21 ¢ detalhada.

5.2.1 Coleta ¢ Armazenamento de Mosto

Mosto néo-oxinado para fermentagdo continua
foi coletado a partir da instalagdo Labatt London, via tubulacio,
em um tanque de armazenamento cilindro-conico de 1600 L, pré-

purgado com diéxido de carbono para minimizar a captagdo de
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oxigénio pelo mosto. Todos os tanques desta escala, incluindo os
tanques de retencdo de mosto, T-1 e T-2, foram limpos e
sanitarizados pelas Melhores Praticas da Labatt antes de seu uso.
O mosto foi, em seguida, pasteurizado e transferido a 2°C no
tanque de retengdo de mosto disponivel, T-1 ou T-2 (também pré-
purgado com didxido de carbono). O mosto foi mantido nestes
tanques a 2°C por até 2 semanas, suprindo liquido ao bioreator de
fermentacdo continua BR-1. No final do periodo de duas semanas,
a alimentacdo do bioreator foi mudada de modo que o mosto foi
suprido a partir do segundo tanque de mosto, que continha mosto
fresco. Dois tanques de armazenamento de mosto T-1 e T-2 foram
empregados para minimizar o tempo de parada durante a mudanca
para mosto fresco. Em todos os casos, o mosto foi testado para
contamina¢do um minimo de dois dias antes de ser introduzido no
bioreator (BR-1). Se o mosto foi contaminado, ele foi descartado,
e 0 mosto fresco foi imediatamente coletado e pasteurizado.
Concentracdo de Oxigénio Dissolvido de
Mosto Minima Durante Armazenamento: O objetivo foi
armazenar o0 mosto com oxigénio minimo, em um nivel constante,
¢ a uma baixa temperatura, sem congelar 0 mosto. Isto foi
requerido para impedir reagdes indesejaveis no mosto a partir das
reagdes quimicas com oxigénio (Narzif e outros., 1993), para
proporcionar um suprimento consistente de mosto para o
bioreator, e para minimizar o risco de contamina¢io do mosto
com microbios durante armazenamento. Os vasos cilindro-

cOnicos grandes de 1.600 L (capacidade) (T-1 e T-2) usados para
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armazenar 0 mosto para as fermentagdes continuas, foram
originalmente designados como fermentadores de dosagem, ndo
tanques de armazenamento de mosto. Devido a ISto, 0
arrefecimento para estes vasos nio foi adequado para manter o
mosto a 2°C. Apos trés dias de reten¢do do mosto, a temperatura
variou muito mais de 15°C de uma regido do tanque para outra
(Tabela 5.2).

Estas regi(”)es quentes nos tanques aumentaram o
risco de crescimento microbial. Desse modo, alguma agitacdo foi
necessaria nestes tanques para assegurar uma temperatura baixa
uniforme.

Por estas razdes, um aspersor de tubo foi
instalado no cone base de cada tanque de armazenamento de
mosto (T-1 e T-2). Experimentos foram realizados para
determinar o melhor protocolo para enchimento do tanque com
mosto, € manter niveis baixos constantes de oxigénio dissolvido.
No primeiro experimento, o tanque de armazenamento foi
preenchido com mosto que foi coletado sem oxigenacdo e
pasteurizado. Uma vez que o tanque foi preenchido com 1.600 L
de mosto, 0.113 m’/hora de diéxido de carbono foi aspergido na
base do tanque. Durante o segundo experimento, o mosto foi
novamente coletado sem oxigenagdo e pasteurizado. Neste
momento, o tanque de armazenamento foi purgado com didxido
de carbono (0.85 m’ /hora) por 3 horas antes de enchimento, e uma
pequena quantidade de diéxido de carbono (0.113 m’/hora) foi

continuamente aspergida no vaso de armazenamento conforme o
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mosto foi sendo transferido no tanque. Este fluxo baixo de
dioxido de carbono foi continuamente borbulhado através do
mosto armazenado no tanque, enquanto se supré 0 mosto para a
fermentagdo continua. Para ambos os experimentos, a
concentragdo de oxigénio dissolvido no mosto foi monitorada em
uma base regular durante uma semana de armazenamento.

Na Figura 5.7, a concentragdo de oxigénio
dissolvido versus tempo de armazenamento de mosto ¢ dada.
Quando o tanque de reten¢do ndo foi pré-purgado com didxido de
carbono, o ar no espago superior do tanque permitiu alguma
captacdo de oxigénio pelo mosto. Desse modo, sem pré-purgar-se
0 tanque, ele leva um periodo de tempo significantemente mais
longo para a concentragdo de oxigénio dissolvido no mosto
alcangar um nivel constante ¢ minimo. Quando o tanque foi pré-
purgado, a concentragdo de oxigénio dissolvido no mosto
permaneceu a um nivel baixo constante através de todo o periodo
de armazenamento. Desse modo, pré-purga dos tanques de
armazenamento de mosto (T-1 e T-2), e continuacio da provisio
de um fluxo pequeno de didxido de carbono através do mosto
durante armazenamento de modo a manter uma pressio positiva
leve nos tanques, foram adotados como parte do procedimento de
armazenamento de mosto para todas as fermentagdes continuas.

O perfil de temperatura nos vasos de
armazenamento foi também comparado com e sem 0.113 m’/hora
de aspergimento de diéxido de carbono. Isto foi realizado na agua

preferivelmente do que no mosto usando-se um sonda de



15

20

25

270

temperatura Tipo T conectada a um termdémetro (Cole-Parmer
Waterproof Thermocouple Thermometer, cat. #90610-20). Agua
da cidade (1.600 L) foi coletada em um tanque de armazenamento
de mosto, e equilibrada por trés dias, e a temperatura da agua foi
registrada em regides diferentes do tanque de armazenamento. A
agua no tanque foi, em seguida, aspergida por 24 horas com 0.113
m’/hora de dioxido de carbono, e a temperatura foi novamente
registrada. A temperatura ambiente foi registrada em cada caso, ¢
o onto de ajuste da temperatura dentro do tanque de
armazenamento foi 2.0°C.

Conforme visto na Tabela 52, com
aspergimento de dioxido de carbono, a temperatura nos tanques
de armazenamento foi mais uniforme, com a temperatura
variando entre 0.1 ¢ 4.1°C nas regides medidas, e os contetdos
dos tanques ndo congelaram. Esta temperatura mais baixa ajudou
a impedir crescimento indesejado de micrébios no mosto durante
armazenamento.

O gas foi liberado a partir dos tanques de
armazenamento de mosto através de um filtro de gas estéril
situado no topo do tanque. O mosto foi, em seguida, transferido
usando-se uma bomba peristaltica de velocidade variavel (P-1)
(Masterflex® L/S™ Digital Standard Drive, Cole-Parmer cat. #P-
07523-50) para a admissio do bioreator de 8 L (BR-1) usando-se
tubo flexivel Norprene® Food Grade L/S 16.

5.2.2 Fermenta¢do Continua usando-se Sistema

de Bioreator de Tubo de Tiragem de Ar de Elevacdo de Gas
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O mosto foi introduzido perto do cone de fundo
do bioreator BR-1 através de um orificio de “4”. Uma mistura de
ar esterilizado por filtro (Millipore, Millex®-FGjo, 0.2 mm Filter
Unit), e diéxido de carbono (pureza de 99.99%), seguida no
bioreator através no aspersor de aco inoxidavel sinterizado. Um
rotometro (R-3) foi usado para controlar a taxa de fluxo de
dioxido de carbono em STP, e um controlador de
fluxo de massa pré-calibrado (M-1) foi usado para
controlar a taxa de fluxo de ar no STP. O liquido
fermentado deixa o bioreator como sobre-fluxo e flui atraves do
tubo de PVC reforgado de 1" de didmetro interno em um vaso de
coleta de ago inoxidavel de 30 L (T-3) que foi arrefecido com
uma espira de glicol externa, e mantido a uma temperatura de
4°C.

5.2.3 Coleta do Produto

O vaso de coleta do produto (T-3) tem um
orificio de admissdo maior (I’ de didmetro interno) que foi
designado de modo que o liquido fermentado fluiria para baixo da
parede do vaso de coleta para minimizar o espumamento. Este
vaso também tem filtro de gés estéril, (Millipore, Millex®-FGy,,
0.2 mm Filter Unit), para liberar gas a partir do bioreator (BR-1)e
o vaso de coleta (T-3). O vaso de coleta foi periodicamente
esvaziado usando-se uma vélvula de %" (V-12) situada 2’ acima
da base do tanque.

5.2.4 Circulo de Arrefecimento de Glicol
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Glicol foi transferido da Cervejaria London para
a Planta Piloto de Micro-Cervejaria & uma temperatura de —23°C
¢ pressdo de 45 psig, e circulado através de Jaquetas de
arrefecimento para os tanques de retencdo de mosto (T-1 e T-2),
para o bioreator de elevagdo de gas (BR-1), e para o vaso de
coleta de produto (T-3). Os dois tanque de retencio e o bioreator
foram equipados com sondas de temperatura de fase liquida que
proporcionam realimentagﬁb para os controladores de
temperatura, que, por sua vez, controlam o fluxo de glicol frio
para as jaquetas do vaso. Os tanques de retencdo de mosto
armazenam o mosto a 2°C, enquanto a temperatura dentro do
bioreator foi controlada em temperaturas de 12°C a 22°C,
dependendo do experimento especifico. O vaso de coleta de
produto ndo tem controle de temperatura automatico, mas,
preferivelmente, o fluxo de glicol foi manualmente controlado
para manter o vaso a aproximadamente 4°C. Nio foi necessario
controlar precisamente a temperatura do vaso de coleta de produto
(T-3) porque o liquido no vaso foi simplesmente descartado e ndo
analisado ou adicionalmente processado.

O glicol foi usado na jaqueta e para arrefecer as
linhas de transferéncia de mosto a partir dos tanques de mosto (T-
1 e T-2) para o bioreator (BR-1). Uma vez que o glicol tenha
circulado através de uma dada jaqueta, ele foi retornado para uma
linha principal no interior da Instalacdo Piloto €, em seguida, foi
retornado para a Instalagdo London, geralmente a uma

temperatura de —15°C e pressédo de 40 psig.
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5.3 Protocolo de Esterilizacdo do Bioreator

O bioreator (BR-1) foi preenchido com uma
solu¢do 2% (v/v) de Diversol® CX/A (DiverseyLever, Canada),
um detergente de sanitarizagio, e mergulhado durante a noite com
gas de aspergimento. O reator foi, em seguida, drenado e
inundado com 4gua fria. Este ciclo de solugdo de limpeza e 4gua
de inundagdo foi repetido duas vezes. De modo 2 preparar o
bioreator para esteriliza¢do dAe vapor, as linhas de mosto e gis
foram desconectadas. A linha de vapor foi conectada a admissdo
do bioreator ¢ as valvulas seguintes foram abertas: a admissio do
bioreator e valvulas de purga (V-7, V-6), a admissdo de gas (V-
I'7), as valvulas de descarga de produto (V-9, V-11), as valvulas
de amostragem de membrana (V-8, V-10), e orificio de dreno do
vaso de coleta (V12). A viélvula de vapor da instalacdo foi, em
seguida, aberta vagarosamente, e as valvulas do bioreator foram
ajustadas de modo que um gotejamento de vapor fot observado na
saida de cada abertura externa. Apds 60 minutos de €Xposicdo ao
vapor, todas as vélvulas externas no bioreator foram fechadas (V-
17, V-8, V-10, V-12), exceto a valvula de derivagdo de mosto (V-
6). Quando a vélvula de mosto foi fechada, a valvula de derivacdo
de mosto foi fechada, € um filtro estéril foi conectado ao vaso de
coleta para impedir contaminacéo pelo ar ndo-estéril que entra no
sistema a medida que ele € arrefecido. A linha de gas do bioreator
foi também re-conectada a V-17 a medida que a linha de vapor da
instalacdo foi fechada, de modo a manter uma pressdo positiva,

enquanto o sistema arrefece.
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5.4 Partida do Sistema de Fermentacio

O mosto de cervejaria foi coletado a partir da
instalagdo em um vaso de pressdo de aco inoxidavel de 20 L,e
aquecido em um autoclave por 45 minutos a 100°C. As células
imobilizadas foram assepticamente transferidas no mosto
arrefecido (40% v/v). O vaso vedado foi transportado para a
[nstala¢do Piloto da Micro-Cervejaria onde o sistema de bioreator
foi alojado. O vaso de 20 L foi conectado a um ajuste de conexdo
rap.la (Cornelius Anoka, MN, USA), que foi preso ao tubo
reforcado de 3/8” de PVC (Cole-Parmer, USA). A outra
extremidade do tubo de PVC foi presa a valvula de amostragem
de membrana (V-8) na parede do bioreator. Dioxido de carbono
esterilizado por filtro foi aplicado como 10 psig ao vaso de 20 L,
¢ o orificio de amostra de membrana foi aberto de modo que a
mistura de célula imobilizada foi transferida a partir do vaso no
bioreator, sem expor o in6culum ao ambiente de ar externo. Os
componentes internos dos ajustes de “conexdo rapida” do vaso de
20 L foram removidos para impedir tamponamento com células
imobilizadas apds transferéncia no bioreator. A distribui¢do de
tamanho de particular cumulativa (menor do que a normal) para
as gotas de gel de kappa-carrageenan ¢ mostrada na Figura 5.8. O
didmetro de particular médio aritmético Dpam, foi calculado para
ser 1.252 mm, e o didmetro de particula médio de Sauter Dpsm, fol
1.17 mm. O didmetro de particula médio foi 1.255 mm. Os dados
experimentais e calculos do difmetro de particula médio sio

dados no Apéndice 1.
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Seguinte a inoculagdo com células imobilizadas,
o bioreator foi operado em modo de dosagem até que as
concentragles de actcar e diacetil algassem alvos objetivados de
menos do que 3° Plato em termos de gravidade especifica, e
menos do que 100 mg/L de diacetil. O sistema foi, em seguida,
preparado para operagdo continua. De modo a enxaguar com agua
quente ¢ esterilizar com vapor a linha de transferéncia de mosto,
as valvulas V-2 (ou V-4 para T-2), V-5, e V-6 foram abertas,
enquanto V-1 (ou V-3 para T-2) e V-7 foram fechadas, isolando-
se a linha de mosto. A linha de transferéncia de mosto foi
enxaguada com agua quente a aproximadamente 80°C, que foi
suprida através de V-2 (ou V-4 para T-2). Seguinte ao ciclo de
enxaguamento com agua quente, a linha de vapor da instalacio foi
conectada na mesma localizagdo, e a linha de transferéncia de
mosto foi esterilizada com vapor por um minimo de 30 minutos.
Ao mesmo tempo que a linha de vapor foi fechada, a valvula de
derivagdo (V-6) foi também fechada. Uma vez que o sistema
arrefeceu, V-2 (ou V-4 para T-2) foi fechada, e a linha de vapor
foi desconectada. A valvula do tanque de mosto V-1 (ou V-3 para
T-2), e a valvula de derivagdo (V-6), foram abertas, e a bomba de
transferéncia de mosto (P-1) foi iniciada. O mosto foi enviado
para o dreno via a vdlvula de derivagdo (V-6) até que o
condensado na linha foi substituido com mosto frio fresco. Neste
ponto a valvula de derivagfo foi fechada, e a valvula de admissio
do bioreator (V-6) no reator foi aberta, comecando o processo de

fermentagio continua.
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De duas em duas semanas, o tanque que supria
mosto foi alternado entre os tanques de armazenamento (T-1 e T-
2). Apds duas semanas de suprimento de mosto de T-1, a bomba
de alimentagdo continua P-1 foi cessada, e a valvula (V-5) na
admissdo do bioreator foi fechada. A linha de transferéncia de
mosto foi, em seguida, conectada ao segundo tanque de
armazenamento (T-2), e a linha foi inundada e esterilizada
conforme descrito no paragrafo anterior. A fermentagdo continua
entdo se resume apds somente um tempo de parada curto de
menos do que uma hora.

Tabela 5.1. Descri¢do das partes detalhadas para
o diagrama de fluxo mostrado na Figura 5.6; PTFE,

politetrafluoretileno; SS; ago inoxidavel

Descricdo Tamanho

BR-1 Bioreator 8L

T-1 Tanque de armazenamento|1600L

para mosto

T-2 Tanque de armazenamento|1600 L

para mosto

T-3 Tanque de armazenamento|30 L

para cerveja

P-1 Bomba (peristaltica, | <0,08
velocidade  varidvel)  para
transferéncia de mosto de T-1

para BR-1
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F-1 Filtro para gas na descarga

de T-1

<4 bar

F-2 Filtro de gas na admissio de

T-1

< 2 bar

F-3 Filtro para gas na descarga
de T-2

<4 bar

F-4 Filtro para gds na descarga
de T-2

<2 bar

F-5 Filtro para gas na admissdo

de BR-1

<2 bar

F-6 Filtro para gas na descarga

de T-3

<2 bar

M-1 Controlador de fluxo de

massa para ar para BR-1

<500 sccm

R-1 Rotémetro para didoxido de

carbono para T-1

< 10 scth

R-2 Rotdmetro para dioxido de

carbono para T-2

<10 scth

R-3 Rotometro para didxido de

carbono para BR-1

< 2,5 scth

PR-1 Regulador de pressio para
dioxido de carbono para T-1 &

T-2

<100 psi

PR-2 Regulador de pressio para

dioxido de carbono para BR-1

<100 psi
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|PR-3 Regulador de pressdo para
ar para BR-1

< 100 psi

V-1 Valvula (borboleta) para

mosto em T-1

V-2 Vilvula (borboleta) para
mosto em circulo de CIP em T-

]

17’

V-3 Vilvula (borboleta) para

mos.0 em T-2

1”

V-4 Valvula (borboleta) para

mosto em circulo de CIP em T-

2

177

V-5 Valvula (esfera) para mosto

no cabegote

%7’

V-6 Vilvula (esfera) para
derivagdo na admissdo de mosto

de BR-1

%7’

V-7 Valvula (esfera) para

admissdo de mosto em BR-1

%”

V-8 Vialvula (amostra de

membrana) na parede de BR-1

12 mm

V-9 Vilvula (borboleta) na

descarga de cerveja de BR-1

1”

V-10 Vilvula (amostra de

membrana) para descarga mosto

12 mm
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de BR-1

V-11 Valvula (borboleta)

secundaria, em descarga de

cerveja de BR-1

1”

S S

V-12 Vélvula (esfera) para

enchimento de liquido de T-3

%”

V-13 Vilvula (esfera) para linha
de dioxido de carbono para T-1
& T-2

%’7

V-14 Valvula (borboleta) para
admissao de diéxido de carbono

em T-1

[/277

V-15Vilvula (borboleta) para

admissdo de didoxido de carbono

em T-2

1/277

V-16 Valvula (esfera) para linha
de diéxido de carbono para BR-

1

%7’

V-17 Valvula (liberagio rapida )

para admissdo de gas em BR-1

%77

V-18 Vilvula (esfera) para linha
de ar para BR-1

%77

Descrigdo

Constante de Mat’l

BR-1 Bioreator

316 SS
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'T-1 Tanque de armazenamento
|
'para mosto

316 SS

Lo

'T-2 Tanque de armazenamento

| para mosto

316 SS

!
!T-3 Tanque de armazenamento

 para cerveja

316 SS

|

{
P-1 Bomba (peristaltica,

velocidade

'transferéncia de mosto de T-1

para BR-1

variavel)  para

Rolos SS em Norprene® Tubo:

flexivel de alimentacdo

'F-1 Filtro para gas na descarga

de T-1

poliprop., 0,2  micrOmetro

membrana de PTFE

F-2 Filtro para gas na descarga

de T-1

poliprop., 0,2  micrometro

membrana de PTFE

F-3 Filtro para gas na descarga

de T-2

poliprop., 0,2  micrometro

membrana de PTFE

F-4 Filtro para gas na descarga

de T-2

poliprop., 0,2  micrometro

membrana de PTFE

F-5 Filtro para gas na admissio

de BR-1

poliprop., 0,2  micrémetro

membrana de PTFE

F-6 Filtro para gés na descarga

de T-3

poliprop., 0,2  micrometro

membrana de PTFE

M-1 Controlador de fluxo de

massa para ar para BR-1

316 SS, nylon, Viton® Anéis
‘CO))

R-1 Rotdmetro para didxido de

316 SS, bloco acrilico
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carbono para T-1

|R-2 Rotdmetro para diéxido de

rcarbono para T-2

316 SS, bloco acrilico

R-3 Rotometro para dioxido de

carbono para BR-1

316 SS, bloco acrilico

PR-1 Regulador de pressio para
dioxido de carbono para T-1 &

T-2

316 SS

PR-2 Regulador de pressdo para

dioxido de carbono para BR-1

316 SS

PR-3 Regulador de pressdo para
ar para BR-1

316 SS

V-1 Vilvula (borboleta) para

mosto em T-1

316 sede Viton®

V-2 Valvula (borboleta) para
mosto em circulo de CIP em T-

1

316 sede Viton®

V-3 Vialvula (borboleta) para

mosto em T-2

316 sede Viton®

V-4 Valvula (borboleta) para
mosto em circulo de CIP em T-

2

316 sede Viton®

V-5 Valvula (esfera) para mosto

no cabecote

316 sede Viton®

V-6 Vialvula (esfera) para

316 sede Viton®
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derivagdo na admissdo de mosto

de BR-1

V-7 Vialvula (esfera) para

admissdo de mosto em BR-1

316 sede Viton®

V-8 Valvula (amostra de

membrana) na parede de BR-1

316 sede Viton®

V-9 Vilvula (borboleta) na

descarga de cerveja de BR-1

316 sede Viton®

V-i0)  Viélvula (amostra de
membrana) para descarga mosto

de BR-1]

316 sede Viton®

V-11 Valvula  (borboleta)
secundaria, em descarga de

cerveja de BR-1

316 sede Viton®

V-12 Vilvula (esfera) para

enchimento de liquido de T-3

316 sede Viton®

V-13 Valvula (esfera) para linha
de dioxido de carbono para T-1

& T-2

316 sede Viton®

V-14 Valvula (borboleta) para
admissio de dioxido de carbono

em T-1

316 sede Viton®

V-15 Vialvula (borboleta) para
admissio de dioxido de carbono

em T-2

316 sede Viton®
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¢ — Mosto aspergido com 0,113 m°/hora (4 scth)
de didxido de carbono apods o tanque de armazenamento (T1 ou
T2) ser preenchido. Devido a aeragédo superficial, a concentracdo
de oxigénio dissolvido alcangcou um mdaximo apds ~1,5 dias,
quando o tanque nio foi pré-purgado com didxido de carbono.

A — Tanque de mosto (T1 ou T2) purgado por 3
horas @ 0,85 m’/hora (30 scth) com didxido de carbono para
enchimento e aspergido com 0,0113 m3/hora (4 scth) de didxido
de carbono durante enchimento de mosto e armazenamento

Figura 5.7. Concentragdo de oxigénio dissolvido
no mosto versus tempo de retencdo no vaso de armazenamento de
mosto (T-1 or T-2) sob condi¢des de enchimento de tanque
diferentes.

Tabela 5.2. Perfil de temperatura de 4dgua no
vaso de armazenamento de mosto (T-1 ou T-2) apds equilibrio
por tr€s dias sem aspergimento de didéxido de carbono, e apds 24

horas de aspergimento de diéxido de carbono a 0.113 cm’/h.

Temperatura |
Localizagdo Sem Com
de Medi¢do Dentro do Vaso | aspergimento de | aspergimento de

Cilindro-conico

dioxido de carbono

diéxido de carbono

10 cm
abaixo da superficie de
liquido ¢ 10 cm acima da

parede do vaso

20,6

0,4




| 10 cm

iabaixo da superficie de|20,1 0,1

| liquido e no centro do vaso

- tfundo  da ﬂ -
| se¢do cilindrica e 10 ¢m da| 3,8 3,7
? parede do vaso

’ Fundo da |
;segﬁo cilindrica ¢ no centro| 3,7 4,1
i do vaso

| Ambiente

da Instalacdo Piloto 21,4 19,8

30.00 . /
20.00 |

10.00 .

Superdimensionamento de percentagem

cumulativa, 100xjs %u/w
AN

10

0.00 g———"_

05

09 1.1 1.‘3 1.5 1?7 1.9 21
Didmetro de particula,Dpjs mm

Figura 5.8. Distribui¢do de tamanho de
particular cumulativa de gotas de gel de kappa-carrageenan

15 contendo cé€lulas de levedura imobilizada (n = 5)
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'CAPITULO 6. Imobilizacdo de Gel de Kappa-
Carrageenan de

LEVEDURA DE FABRICO DE BEBIDA
FERMENTADA LAGER

Os cientistas estudaram uma variedade de
matrizes para o prendimento fisico de todas as células incluindo
alginato de calcio (Bejar ¢ outros., 1992; Curin e outros., 1987:
Masschelein e Ramos-Jeunehomme, 1985; Nedovic e outros.,
19¢6; Shindo ¢ outros., 1994; White e Portno, 1978), agarose
(Hooijmans e outros., 1990; Lundberg e Kuchel, 1997), e géis de
carrageenan (Norton e outros., 1995; Wang e outros., 1982).
Carrageenan ¢ um material de grau de alimentacdo, e tem sido
favorecido para encapsulamento de célula devido a sua resisténcia
mecanica superior comparada a outros géis (Biiylikgiingsr, 1992).

Na primeira parte deste capitulo, a colonizagio
de célula de levedura dentro das gotas de gel de kappa-
carrageenan, foi monitorada sobre trés ciclos de fermentagdo de
dosagem repetida. A viabilidade das células imobilizadas e das
células liberadas no liquido foi examinada. Os pardmetros da
fermentag¢do incluindo etanol, maltose, maltotriose, frutose, e
glucose, foram seguidos através de todas as fermentacdes de
dosagem repetidas e, em seguida, comparadas com fermentacdes
de controle usando células de levedura suspensas livremente sob

as mesmas condi¢des de nutriente.

' Uma versdo da secdo 6,0 foi publicada (Pilkington e outros., 1999).
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Existe pouca informac¢do publicada até esta data
nos efeitos fisicos nas células apds longo prazo de imobilizacdo
(Virkajdrvi e Kronlof, 1998) e exposicdo continua as tensdes
externas ¢ produtos de fermentagdo. A segunda parte deste
capitulo examina a viabilidade, distribuicdo da populacido de
c€lula e aparéncia fisica de células de levedura imobilizadas
dentro das gotas de gel de carrageenan sob um periodo estendido
de fermentag¢do continua em um bioreator de elevacdo de gas.
Também examinada sob periodos estendidos de tempo foi a
percentagem relativa de levedura deficiente respiratéria na
populagdo de célula imobilizada e livremente suspensa do
bioreator.

A carrageenan ¢é composta de unidades de
repetigdo de 3-6-anidrogalactose e carrageenans agrupadas
diferem pelo nimero e posi¢do dos grupos de sulfato de éster nas
unidades de galactose de repeti¢do. Um esquema do mecanismo
de gelagdo pode ser visto na FIG. 22. Quando a carrageenan esta
no estado solido, suas cadeias de polisacarideos estio em uma
configuracdo de espira aleatéria. Quando hélices o bastante
tiverem se formado para proporcionar reticulagdes para uma rede
de operagdo continua, a gela¢do ocorre. Quanto mais hélices sio
formadas, ou, conforme as hélices formam agregados, o gel torna-
se mais forte e mais rigido (Rees, 1972).

Os trés tipos comuns de carrageenan sdo
lambda, iota e kappa. Conforme ilustrado na Figura 6.2, elas

diferem no teor de sulfato de éster, e a quantidade de sulfato de
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¢ster afetard a solubilidade da cadeia de polisacarideo. A lambda-
carrageenan ¢ altamente sulfatada, e carece de capacidade de
formar um gel (Marrs, 1998). A iota-carrageenan forma um gel
fraco altamente eldstico na presenga de ions calcio, e nio mostram
sin€rese significante. A sihérese ocorre quando a tendéncia do gel
de formar hélices adicionais ou agregados € tio forte que a rede
de operagdo se contrai, causando “gotejamento” de liquido (Recs,
1972). A kappa-carrageenan ¢ moderadamente sulfatada e, desse
modo, forma um gel mais forte e mais rigido na presenca de ions
potassio, e suportara alguma sinérese. A resisténcia do gel
aumentada proporcionada pela kappa-carrageenan  torna-a

desejavel para a imobiliza¢do de todas as células de levedura.

Lambda lota Kappa
CH,0H

ki o kot 2o o N
0 (o) O ’
oH Mo ) / o
H

Figura 6.2. Estruturas quimicas de lambda, 10ta
e kappa-carrageenans.

Uma caracteristica importante da carrageenan ¢
suas propriedades reversiveis de termo-gelacio. A medida que a
solugdo de carrageenan ¢ arrefecida, a viscosidade aumenta e
gelagdo ocorre. A medida que a solugdo é aquecida, a viscosidade
diminul e a carrageenan reverte de volta ao estado sol. Pelo
controle da composi¢do da solugio de cation de gelacdo, a

temperatura na qual a carrageenan € transformada de um sol em
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um gel pode ser alterada. A temperatura de gelagdo da kappa-
carrageenan aumenta com o aumento da concentragio de cloreto
de potassio na solugdo. Este fendmeno foi usado para maquinar
um processo para imobilizagdo de célula, visto que flutuacdes
severas de temperatura podem ser evitadas (Neufeld e outros.,
1996). A temperatura de gelagdo da carrageenan pode ser
controlada tal que ela € alta o bastante para ser um gel sob
condi¢des de fermentacdo, aiﬁda baixa o bastante que as células
de levedura podem ser misturadas com a carrageenan em seu
estado sol sem efeitos perniciosos na viabilidade antes da
gelificacdo da gota.

Existem um nUmero de fatores, ndo obstante,
que indicam a necessidade de estudo adicional nos efeitos de
imobilizagdo dentro das matrizes de gel no metabolismo e
fisiologia da célula de levedura. As células imobilizadas nio sio
submetidas a0 mesmo micro-ambiente como as células livres na
fase liquida, porque existem barreiras adicionais a partir da matriz
de gel, e outras células de levedura presas que devem ser sobre-
montadas antes dos substratos poderem ser transportados para
suas superficies (FIG. 23). Existem muitos estudos nas taxas de
transferéncia de massa dentro das matrizes de gel (Estapé e
outros., 1992; Hannoun e Stephanopoulos, 1986; Korgel e outros.,
1992; Kurosawa e outros., 1989; Merchant e outros., 1987; (Jyaas
e outros., 1995; Vendncio e Tiexiera, 1997) para ganhar uma
melhor compreenséio dos efeitos negativos potenciais que a

limitagdo de nutriente em células imobilizadas pode ter na



10

20

25

290

performance de fermentagdo. As difusidades efetivas de pequenas
moléculas dentro do gel de carrageenan sdo comparaveis com as
difusidades das mesmas moléculas em 4gua apenas, e o oel
permite a difusdo molecular de pequenas moléculas, tais como
glucose e etanol. Contudo, em uma fermentacio de célula
imobilizada tipica, os nutrientes sfo rapidamente transportados
para as gotas de célula imobilizada principalmente pelo transporte
convectivo em adigdo a .difuséo molecular (Hannoun e
Stej hanopoulos, 1986). Uma vez que os nutriente entram nas
gotas, o transporte € relativamente baixo porque a difusdo
molecular domina. Isto significa que as células de levedura na
periferia das gotas de gel podem ter uma vantagem nutricional
distinta sobre aquelas no centro das gotas.

A idade da levedura imobilizada deve também
ser considerada. A idade das células presas como uma
fermentagdo continua procede sobre o curso de meses, e elas
fermentam sobre um conjunto definido de condi¢des de estado
peseudo-constante. Contudo, durante fermentacio de dosagem, as
células de levedura sdo expostas a um ambiente que muda com o
tempo, ¢ as c€lulas sdo somente re-utilizadas para um numero
limitado de fermentagdo antes da disposi¢do. Mais pesquisa ¢
necessaria para estudar os efeitos de longo suporte de fermentagio
continua na vitalidade da célula de levedura em relacio a
performance de fermentagio.

Na parte A deste capitulo, as cinéticas de

coloniza¢do de levedura nas gotas de gel de kappa-carrageenan
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foram examinadas durante trés ciclos de fermentagio de dosagem
repetida. A viabilidade e concentragdes de célula de levedura
imobilizada e livremente suspensa foram monitoradas, junto com
etanol, grau Plato, e concentragio de agucar.

Na parte B, os efeitos de tempo de fermentacido
na posicdo e distribui¢do da célula dentro da gota de gel e
morfologia de célula de levedura foram examinados. Microscopia
de elétron de varredura (SEM) foi usada para examinar as células
de levedura imobilizada de kappa-carrageenan em regides
diferentes da gota de gel em quarto tempos diferentes: 1)
imediatamente apo6s produgdo de gota; 2) apds dois dias de
fermentagdo de dosagem; 3) apds dois meses de fermentagdo
continua em um bioreator de elevagdo de gas de escala piloto; 4)
ap0s seis meses de fermentagdo continua em um bioreator de
elevagdo de gas de escala piloto. A viabilidade da levedura e
concentracdo em ambas as c€lulas imobilizada e de fase liquida
foram também medidas. Também examinada foi a percentagem
relativa de levedura deficiente respiratéria (células imobilizadas e
livres na fase liquida) apés cinco meses de fermentacdo continua
no bioreator de elevagdo de gas, e esta foi comparada com as
percentagens encontradas nas fermentagdes de cerveja de
dosagem tradicional. Uma linhagem de levedura lager de
produgdo foi usada através de todo o estudo.

6.1 Pfocedimento Experimental

Produgcdo de Gota de Gel de Kappa-

Carrageenan: gel de kappa-carrageenan X-0909 foi uma doacéo
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generosa da Copenhagen Pectin A/S. Gotas de gel de kappa-
carrageenan contendo células de levedura lager presa foram
produzidas usando-se o processo de misturador estatico com um
carregamento de célula inicial de 2.6 x 107 células/mL de gel
(Pedido de Patente 2133789 (Neufeld e outros., 1996) e um
diametro de gota de 0.5 a 2.0 mm.

Meio de Fermentacdo: As cervejarias Labatt do
Canada supre mosto de fabrico de bebida fermentada com uma
gravidade especifica de 17.5°P conforme descrito em detalhes na
secdo de Materiais e Métodos.

Parte A: Cinéticas de Dosagem Repetida de
Levedura Imobilizada em Gotas de Gel de Kappa-Carrageenan
Gel Beads

As fermentacdes foram conduzidas em frascos
Erlenmeyer de 2L a 21°C, com agitagdio a 150 rpm. O
carregamento do veiculo foi 40% (v/v) de gotas de célula
imobilizada, € o volume de fermentacdo total foi 1 L. Cada
fermentacdo foi de sete dias de dura¢do. Gotas de célula
imobilizada fresca em R1 foram providas no mosto, e no final da
fermentagdo estas gotas foram separadas a partir do liquido
fermentado pela passagem da mistura através de uma peneira de
ago inoxidavel estéril (tamanho de malha de 500). As gotas
foram, em seguida, providas novamente na mesma propor¢do no
mosto estéril fresco para uma segunda (R2) e, em seguida,
terceira (R3) fermentagdo de dosagem. A amostragem foi

realizada duas vez por dia para os primeiros trés dias, e, em



10

15

20

25

293

seguida, uma vez por dia para os quarto e quinto dias de cada
fermentacdo. As fermentagdes foram efetuadas em duplicata ou
triplicata. Todas as fermenta¢gdes foram conduzidas com
fermentagdes de controle de célula livremente suspensa, que
foram conduzidas sob as mesmas condigdes, exceto que somente
células livres foram providas nas fermentagdes a uma taxa de 4
g/L. As amostras foram analisadas para viabilidade de célula
imobilizada e concentragﬁo‘ de célula, e concentragbes de
carbohidrato de fase liquida e etanol.

Fatores de produgdo Yps, de etanol produto, a
partir da glucose fermentavel total de substrato, foram calculados
usando-se a equagdo 3.20 para os trés ciclos de fermentacdo de
célula imobilizada € o controle de célula livre. Para todas as
fermentacdes os fatores de produgdo foram calculados a partir da
partida da fermentagdo para o tempo que o consumo de maltose
foi completado.

A produtividade do etanol V.01, a quantidade
de etanol produzido por volume de operagdo do bioreator total por
unidade de tempo de fermentacdo, foi calculada usando-se a
equacdo 3.25 para R1, R2 ¢ R3, e o controle de célula livre a
partir da partida de fermentagdo para o tempo que o consumo de
maltose foi completado. No caso dos fatores de producdo e
produtividade de etanol, as contribui¢es das células de levedura
imobilizada e livremente suspensa ndo foram distinguidas uma da

outra.
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A taxa de crescimento especifica maxima local
Mpay, € 0 tempo de dobramento da célula foi calculado para o
controle de célula livre média usando-se as equagdes 3.3 e 3 .4.

Parte B: Viabilidade e Caracteristicas de
Morfologia de Levedura Imobilizada sobre Tempo de
Fermentacdo Estendido

Condicoes de Fermentacdo de Dosagem: As
fermentagdes de dosagem foram conduzidas em frascos
Erlexmeyer de 2L a 21°C, com agitagdo a 150 rpm. O
carregamento de veiculo foi 40% (v/v) com um volume de
fermentagio total de 1 L.

Condicoes de  Fermentacio  Continua:
Bioreatores de tubo de tiragem de ar de elevagdo de gas de escala
piloto foram usados para fermentagdes continuas. Todos os dados
coletados foram de um bioreator de volume de operacdo de 8 L,
exceto que as micrografias de elétron de varredura de 2 meses que
foram coletadas de um bioreator de 50 L usando-se o mesmo
meio de fermentagdo e método de imobilizagdo. As gotas de
c€lula imobilizada a 40% (v/v) foram fluidizadas dentro dos
bioreatores usando-se uma mistura de ar e didéxido de carbono. Os
bioreatores foram operados sob condi¢des variantes com
temperaturas de fermentagdo controladas a 12, 17 e 22°C, e
tempos de residéncia mantidos entre 0.9 ¢ 1.8 dias. O reator de
elevagdo de gas alcangou uma concentracdo de etanol minima de
73 kg/m’ durante o experimento de seis meses, com uma

concentragdo média de 58 kg/m".
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Analise  Microbiologica: Amostras foram
tomadas a partir da fase liquida do bioreator de elevacdo de gas
pelo menos uma vez por semana para testar os contaminantes
incluindo levedura selvagem, levedura ndo-lager, e bactéria de
refugo de cerveja aerdbica e anaerdbica. Apds cinco meses, as
celulas de levedura de fase liquida foram ensaiadas em duplicata
para mutag¢do deficiente respiratoria.

Microscopia de Elétron de Varredura (SEM):
Gotas de gel de kappa-carrageenan (didmetro de 1.0 — 1.5 mm)
contendo células de levedura lager imobilizada, foram amostradas
para exame de SEM em quarto tempos diferentes: 1) apos
produgdo de gota de célula imobilizada e antes da inoculacdo de
gotas no meio de fermentacdo; 2) ap6s 2 dias em fermentacdo de
dosagem; 3) apds 2 meses de fermentacdo continua em um
bioreator de tubo de tiragem de ar de elevagdo de gas de escala
piloto; 4) ap6s 6 meses de fermentagdo continua em um bioreator
de tubo de tiragem de ar de elevagdo de gés de escala piloto. A
metodologia para uso para SEMs e a preparacio de amostra
relacionada sdo descritas na se¢do 4.7.

Usando-se os métodos descritos na secdo 4.6, a
concentragdo e viabilidade de célula (imobilizada e livremente
suspensa) foram acessadas nos mesmos tempos como as SEMs.

6.2 Resultados e Discussdes

Parte A: Cinéticas de Dosagem Repetida de

Levedura Imobilizada em Gotas de Gel de Kappa-Carrageenan
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O tempo de fermentagdo foi grandemente
reduzido cada hora que as células imobilizadas foram providas no
mosto fresco, conforme visto nas Figuras 6.4 (a), (b), e (¢)
tlustrando maltose, maltotriose, glucose, frutose e etanol vs.
tempo de fermentacio péra 0s trés tipos de termentacdo de
dosagem repetida. A partir destas figuras pode ser visto que o
tempo para consumo de agticar completo foi 64 horas para R1, 44
horas para R2, e 26 horas para R3. A fermentagdo de controle de
celula livremente suspensa que contém gotas de células ndo-
imobilizadas, mostrada na Figura 6.5, leva 82 horas para consumo
de agucar completo. Pode também ser visto a partir dos graticos
na Figura 6.4 que concentragdes de etanol finais foram mais altas
na terceira das fermentagdes de ceélula imobilizada de dosagem
repetida. Devido a kappa-carrageenan ser um hidro-gel, algum
etanol € transportado nas gotas quando elas foram providas no
mosto fresco. Conseqlientemente, no tempo zero para R2 e R3,
algum etanol estava presente no liquido de fermentacdo, e a
concentracdo inicial de glucose, maltose, maltotriose, e frutose foi
mais baixa nas fermentacdes de célula imobilizada (Figura 6.4)
comparada com a fermentagdo de controle de célula livre,
conforme visto na Figura 6.5. Desse modo, os fatores de producio
foram calculados para as fermentacdes, de modo que o
rendimento, g de produgfo de etanol por g de acucar consumido,

pode ser examinado em uma base completa.
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Figura 6.4. a) concentracio de RI, maltose.

maltotriose, glucose, frutose, e etanol versus tempo  de

fermentagdo  para fermentacdo  de dosagem repetida usando
cé¢lulas de levedura lager imobilizada em gotas de gel de kappa-

cdarrageenan
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cdarrageenan.
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Figura 6.5. concentra¢do de  maltose,
maltotriose, glucose, frutose, e etanol versus tempo de
fermentagdo para termentagdes de controle de levedura lager
liviemente suspensa (células ndo-imobilizadas).

As  Figuras 6.6 (a) e (b) comparam
concentragdes de maltose e etanol, respectivamente, versus tempo
de fermentagdo de R1, R2, e R3. Durante R1 repetido, a maltose
foi levada pelas células de levedura quase imediatamente apés
provisdo no mosto fresco. As concentracdes de etanol alcangam
seu pico mais cedo no R1 repetido, e também alcancga
concentragbes mais altas do que as primeiras duas fermentagoes
de dosagem. Conforme mostrado na Figura 6.6 (b), o retardo

inicial na produgdo de etanol em R foi reduzida drasticamente
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quando estas células imobilizadas foram providas em R2, e

W
;
|

adicionalmente reduzidas apés provisio para R3.
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Figura 6.6. a) concentracdo de maltose \versus
tempo de fermentacao para fermentagdes de dosagem repetida,
RI, R2, e R3, usando-se células de levedura lager imobilizada em

gotas de gel de kappa-carrageenan.
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Figura 6.6. b) concentracio de etanol versus
tempo de fermentagdo para fermentacoes de dosagem repetida,
R1, R2, e R3 usando-se células de levedura lager imobilizada em
gotas de gel de kappa-carrageenan.

Figura 6.7 (a). mostra a concentracio de célula
imobilizada por volume de bioreator total wvs. tempo de
termentagdo para R1, R2 e R3. As células livres liberadas a partir
da matriz de células liberada na fase liquida de massa nestas
fermentagdes vs. tempo sdo mostradas na Figura 6.7 (b). Na
Figura 6.7 (c) o total de células de levedura imobilizada e livre
por volume de reator total s&o mostrados para as trés dosagens. A
Figura 6.7 (a) mostra que a concentracdo de células imobilizadas
dentro do gel de kappa-carrageenan gel continua a aumentar

seguindo sua inocula¢do inicial no mosto para R1. Quando as
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gotas foram providas no mosto fresco para R2 repetido, o
Crescimento continua a ocorrer dentro das gotas de gel. A terceira
Vez que as celulas encapsuladas foram providas no mosto, a tava
de aumento na concentracao de célula imobilizada abaixou. O
perfil de concentracdo de trés cclulas liberadas a partir da matriz
de gel de kappa-carrageenan na fase liquida de massa, células
imobilizadas e células totajs na fermentagdo para R1, ¢ mostrado

na Figura 6.8,
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Figura 6.7. a) Concentragio média de c€lula de
levedura lager imobilizada por volume de bioreator total VErsus
tempo de fermentagio para fermentacdes de RI1, R2, e R3. As
barras de erro representam os limites superior e inferior dos dados

experimentais (n = 2),
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bioreator total de células de levedura lager liberada na fase liquida

de massa versus tempo de fermentacio para fermentagdes de R1,

R2, e R3. As barras de erro representam os limites superior e

inferior dos dados experimentais (n = 2).
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Figura 6.7. ¢) Concentracio de célula de
levedura lager total (imobilizada e de fase liquida) por volume de
bioreator total versus tempo de fermentacdo para fermentacdes de
R1, R2, e R3. As barras de erro representam os limites superior e

inferior dos dados experimentais (n = 2).
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Figura 6.8. Perfil de concentracio de célula de
fase liquida e total imobilizada (imobilizada e de fase liquida)
versus tempo de fermentagdo para Rl, a primeira das trés
fermentagdes de dosagem repetida usando células de levedura
lager imobilizada em gotas de gel de kappa-carrageenan gel
beads.

No R1, a concentra¢do de célula imobilizada no
interior da gota de gel de kappa-carrageenan foi aumentando a

uma taxa similar para a fermentagdo de controle, que contém
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somente células de fase liquida. Isto foi confirmado pela
comparacio da curva de crescimento médio das fermentagdes de
controle de célula livre na Figura 6.9 para a curva de crescimento
similar de células imobilizadas no carrageenan em R1 na Figura
6.10. Durante R1, as gotas de gel ndo foram ainda totalmente
colonizadas, e a matriz de gel nfo parece ter um efeito tnibitdrio
no crescimento de célula de levedura no interior das gotas. Por
R2, a matriz parece estar restringida ao crescimento das células no
interior da gota de gel, conforme indicado por um aumento menor
do nimero de célula durante este ciclo de fermentacdo. Isto pode
ser devido a natureza do gel, ou aglomeramento das células de
levedura no interior das gotas, ou a uma falta de suprimento de

nutrientes para as células.
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Figura 6.9. Concentragdo média de célula de

levedura lager livremente suspensa de fermentagdo de controle (n
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= 3) por volume de bioreactor total versus tempo de fermentacio.
Nenhuma célula imobilizada estava presente durante estas

fermentacdes.
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Figura 6.10. Concentracdo de levedura lager
imobilizada por mL de gotas de gel versus tempo de fermentacio
para fermentagdes de R1, R2, e R3. As barras de erro representam
os limites superior e inferior dos dados experimentais (n=2).

Na Tabela 6.1, os rendimentos de etanol de
agucares fermentaveis de substrato Yps, sd0 mostrados para as
trés geragdes de dosagem e o controle. Na Tabela 6.2, as
produtividades volumétricas do bioreactor de etanol sio também
dadas, calculadas usando-se os dados constantes da Tabela 6.1.
Os rendimentos de etanol de agucares para as fermentag¢des nio

foram significantemente diferentes um do outro, ou do controle.
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Os rendimentos foram todos acima de 90% do rendimento teérico
de 0.51 diagnosticado a partir da equagdo de Guy-Lussac.
Conforme mencionado anteriormente, a producdo de biomassa e
outros sub-produtos formados pelas células de levedura impedem
as eficiéncias de alcangar mais do que 95% do tedrico (Hardwick,
1995). A produtividade do bioreator volumétrico de etanol nas
trés fermentacdes de dosagem repetida variou significantemente
de dosagem para dosagem repetida. A produtividade de etanol
aumentou com cada ciclo de fermentagio de dosagem repetida e,
por R3, as células imobilizadas eram mais produtivas do que a
fermenta¢do de controle. A quantidade total de etanol produzido
em R2 ndo foi significantemente maior do que aquela produzida
durante R1, mas o tempo de fermentacdo foi menor do que
metade de R1, e da fermentagdo de controle. Existem muitos
fatores que podem contribuir para esta taxa de fermentacdo
aumentada de células imobilizadas com cada repeticio de
dosagem, tal como adaptac¢do da célula de levedura as condicoes
de fermentacdo e a concentragdo de célula que aumenta
progressivamente. O numero total de células por volume de
bioreator somente torna-se significantemente maior do que aquele
do controle por R3. Na Figura 6.7 (b), o grafico de concentracdo
de celula livremente suspensa (liberada a partir da matriz de gel)
no liquido de massa vs. tempo de fermentagdo demonstrou que o
numero de células liberadas a partir das gotas de gel aumentou
com cada geragdo de dosagem. Uma vez que as gotas tornam-se

totalmente carregadas com células de levedura, elas parecem
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liberar mais células na fase liquida de massa. Hiisken e outros
(1996) conduzirem estudos que examinaram a expansdo de
colénia de célula bacterial examinada e erupc¢do/liberagdo de
gotas de gel de kappa-carrageenan. Vives e outros (1993)
reportaram que a concentragdo maxima de células de levedura que
eles alcangaram nas gotas de gel em kappa-carrageenan foi 10°
c€lulas por grama de gel, que € a concentragdo que foi alcancada
dentro das particulas de gel por R2. Concentra¢des de célula
maximas similares foram encontradas durante as fermentacoes
continuas na Parte B. Contudo, os carregamentos de célula
maximos na matriz de gel dependerdo do carregamento de célula
inicial, da composicdo do gel, e outros fatores.

Tabela 6.1. Rendimento Yps, de produto P,
etanol de substratos, glucose (Glc), frutose (Frc), maltose (Mal) e
maltotriose (DP3) para R1, R2, R3, e fermentacdo de controle de

c€lula livremente suspensa.

E3

Fermentacio de | t¢ to Gle
Dosagem

R1 64,0 0,0 0,0

R2 44,0 0,0 0,0

R3 26,0 0,0 0,0

Ctrl de Célula|82,0 0,0 0,0

Livre

Fermentagdo de | Free Mals DP3¢
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Dosagem |
R1 0,0 0,0 2,4 ‘
R2 0,0 0,0 3,1

R3 0,0 0,0 3,2 |
Ctrl de Célula|0,0 0,0 ) |
Livre ’
Fermentagdo de | P¢ Glcey Frcg ﬁl
Dosagem

R1 | 50,1 13,0 3,0

R2 49,0 | 9,7 2.0

R3 54,0 8,9 2,8

Ctrl de Célula| 66,0 19,5 3,6

Livre

Fermentacdo de | Mal, DP3, Py

Dosagem

R1 60,0 17,4 0,0

R2 54,3 15,7 11,0

R3 52,0 16,0 14,0

Ctrl de Célula|91,2 27,3 0,0

Livre

Fermentag¢do de

Dosagem
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R1 0,5

R2 0,5

R3 0,5

Ctrl de Célula|0,5

Livre

*O simbolo t; é o tempo em horas para
completar a tomada de maltose € o subscrito f se refere a
concentragdo da analise dada no tempo t = t;.

Tabela 6.2. Produtividade do Bioreator de
etanol [Veao = (kg de etanol produzido) / (m3 volume do
bioreator - h)] para fermentagdes de dosagem de célula
imobilizada (R1, R2, e R3) comparadas com fermentagdes de

dosagem de célula livremente suspensa.

Fermentacao Vetanor (kg/ m’ h)*
R1 0,470
R2 0,668
R3 1,246
Controle de Célula Livre 0,805

* calculado quando maltose tomada completa.

Outro fator que afeta a produtividade
volumétrica do bioreator aumentada observada com cada
fermentacdo de dosagem repetida, envolve a adaptacio de célula
de levedura. Pelo final da primeira fermentacdo, as células de
levedura tém adaptada sua maquinaria metabdlica as dadas

condi¢des de fermentagdo. Isto pode resultar em uma diminuicdo
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na fase de retardo no comeco das fermentagdes de dosagem
subseqiientes, aumentando a taxa de fermentacdo. Durante este
estudo, todas as fermenta¢des de controle foram efetuadas com
levedura lager recentemente preparada. Seria interessante prover-
se a levedura de controle livremente suspensa ao longo das
celulas imobilizadas providas para exame adicional deste efeito
em relacdo aos efeitos de concentracdo de célula.

A Figura 6.11 indica que a viabilidade de célula
imobilizada, usando-se o método de azul de metileno como um
indicador, foi baixa (< 50%) quando as células imobilizadas
foram inicialmente providas no mosto em R1, mas a viabilidade
de células imobilizadas foi acima de 90% apos 48 horas de
fermentacdo. As células de levedura rapidamente colonizam as
gotas, ¢ a viabilidade permanece alta através de todo R3.
Contudo, por R3 repetido, a viabilidade se afila levemente em
dire¢do ao final da fermentaco. Contudo, através de todas as trés
fermentagdes de dosagem repetida, as células livres que foram
liberadas no meio liquido de massa tém viabilidade mais alta do
que suas contra-partes imobilizadas. A matriz de imobilizacio
tem um efeito negativo na viabilidade de célula de levedura
(limitagdes de transferéncia de massa e/ou limitacGes espaciais),
ou células de levedura vidveis podem ser preferencialmente
liberadas a partir da matriz de -imobilizacdo no meio liquido de
massa sobre células ndo-viaveis.

Usando-se os dados médios a partir das

fermentagdes de controle de levedura livremente suspensa
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contidas no Apéndice 1, um gréfico de of In (X/X,) versus tempo
de fermentagdo, ¢ dado na Figura 6.12. A inclinacdo ¢ igual a taxa
de crescimento especifica maxima local das células a 21°C no
mosto de fabrico de bebida fermentada, com agitacdo a 150 rpm.
A taxa de crescimento especifica maxima local da levedura toi
encontrada para ser 0.096 hr' e o tempo de dobramento de célula
foi 7.22 horas. A my,, encontrada neste trabalho foi definida
como uma local m,,,, porque, conforme mencionado na secao de
Teoria, a verdadeira m,,, usada na equacio de Monod &
alcancavel somente quando S é.signiﬁcantemente mator do que a
constante de Monod K. Mais trabalho € requerido para avaliar a
constante de Monod K, do substrato de limitacio nestas
fermentagdes, de modo a confirmar que a m,,,, maxima local toi
uma maxima verdadeira, conforme definido pela equacio de de

Monod.
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Figura 6.11. Viabilidade de célula de levedura
lager imobilizada (azul de metileno) versus tempo de fermentacdo

para fermentagdes R1, R2, e R3.
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Figura 6.12. Ln (X/X,) versus tempo de
fermentagdo de dosagem durante a fase de crescimento
exponencial das fermentagdes de controle de levedura livremente
suspense meédia, onde X ¢ a concentracio de célula no tempo t, ¢
X, € a concentragdo de célula no tempo t =0 (n = 3).

Parte B: Caracteristicas de Viabilidade e
Morfologia de Levedura Imobilizada Sobre Tempo de
Fermentacdo Estendido

Antes das gotas de gel serem expostas ao meio
de fermentagdo, e seguindo produ¢do de gota de célula

imobilizada usando-se o processo de misturador estatico, a
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conceniragdo de célula foi 2,6 x 107 células/mL de gota de gel

(Tabela 6.3, onde os valores sdo as médias de duas amostras). A

imagem de SEM mostra as c€lulas a serem individual e

uniformemente distribuidas através de toda a gota de gel (FIG.

24).

Tabela 6.3. Viabilidade (azul de metileno) e

concentracdo de células de levedura lager livremente suspensa e

imobilizada presas nas gotas de gel de kappa-carrageenan sobre o

tempo de fermentacio.

Tempo Modo de|Levedura Livremente Suspensa
Fermentagdo na Fase Liquida
Viabilidade Concentracdo
(%) de Célula
\(células/mL em
liquido)
0 n/s N/s N/s
2 dias Dosagem 98 5,5E +07
2 meses Continuo 93 2.35E + 08
6 meses Continuo 92 2.11E+ 08
Tempo Modo de|Levedura Imobilizada na Fase
Fermentagdo Gas
Viabilidade Concentragdo
(%) de Célula
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(células/mL em |
gel) |
0 n/s n/s 2.6E +07
2 dias Dosagem 92 2.355E + 08
2 meses Continuo 76 8.60E + 08
6 meses Continuo <50* 1.40E+09*

* Baseado na amostra simples.

A viabilidade foi >90% seguindo 2 dias de
fermentacdo de dosagem, e a concentracio de célula dentro da
gota de gel aumentou dez vezes (Tabela 6.3). As células (>90%
viaveis ) comegaram também a serem liberadas do gel na fase
liquida de massa da fermentac¢do, produzindo uma concentracao
de 107 células/mL de liquido. Pequenas colonias de levedura
formadas dentro das gotas de gel, com muitas manchas de origem
presentes nas c€lulas individuais, conforme visto na FIG. 25.

A viabilidade de célula de levedura imobilizada
diminuiu apos 2 meses de fermentagdo continua em um bioreator
de elevagdo de gas (Tabela 6.3), mas as células na fase liquida de
massa permaneceram altamente vidveis (>90%), e esta descoberta
foi suportada durante varias fermentagdes continuas diferentes
nos bioreatores de elevagdo de gas de escala piloto. A SEM na
FIG. 26 mostrou que em coldnias large de dois meses de levedura
tinha se formado em direcio a periferia da gota, confirmando os
resultados de outros pesquisadores (Bancel e Hu, 1996: Godia e

outros., 1987; Wada e outros., 1979; Wang e outros., 1982). Uma
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comparacdo da morfologia de levedura posicionada em direcdo &
borda externa de uma gota de célula imobilizada para a levedura
posicionada no centro de uma gota de gel, foi feita em varias
amostras usando-se imagem de SEM. As células localizadas em
dire¢do 4 periferia das gotas foram evitadas e alisadas com muitas
manchas de origem (FIG.27), indicativas de multiplicacdo de
levedura (Smart, 1995). As células que foram imaginadas no
centro da gota (FIG. 28) pareceram mal formadas, e revelaram
pouca evidéncia de formagdo de mancha de origem. A falta de
mancha de origem pode ser uma indicacdo de possivel limitag¢do
de nutrientes, tal como oxigénio, no centro das gotas. A
irregularidade superficial observada na superficie da levedura na
FIG. 28, pode também ser um indicador de envelhecimento de
célula (Barker e Smart, 1996; Smart, 1999).

A viabilidade da levedura imobilizada dentro do
gel de carrageenan caiu para abaixo de 50% apds seis meses de
fermentagdo continua no bioreator de elevagio de gas, (Tabela
6.3). Deve ser notado que enquanto somente um ponto de dado
simples para concentragdo de célula imobilizada e viabilidade foi
coletado em seis meses, dados na marca de cinco meses foram
similares, com uma concentragfo de célula imobilizada de 1.14 x
10° células/mL de gel, e viabilidade de <50%. Enquanto um
declinio gradual na viabilidade de célula imobilizada foi visto
com o tempo, a viabilidade das células na fase liquida de massa
permaneceu seguramente alta. Em adi¢do, mesmo embora as

viabilidades de célula imobilizada fossem baixas nas gotas como
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um todo, o bioreator produziu uma cerveja totalmente fermentada
durante seus seis meses de operag¢io continua. As razdes possiveis
para esta descoberta incluem a contribuicdo significante das
c€lulas de levedura livremente suspensas altamente viaveis para a
fermentagdo. Também, existe a contribui¢io potencial de células
imobilizadas vidveis localizadas na periferia da gota de gel onde
existem poucas barreiras para transferéncia de massa, conforme
comparado as células localizadas no centro da gota. Ndo esta
claro se as células imobilizadas tem a capacidade de
redistribuirem-se dentro da matriz de gel, ou se estas células
permaneceram estaciondrias onde elas foram primeiro localizadas.
Uma concentragio de 10° células/mL de gota de gel foi a maxima
alcancada dentro destas gotas sobre o periodo de seis meses de
fermentag¢do continua.

Na FIG. 29 uma gota total foi imaginada
usando-se SEM. Esta gota tem um centro oco e, das muitas gotas
examinadas, aproximadamente metade exibiram esta estrutura. A
cavidade oca pode ser um resultado da degradacio da estrutura de
gel de carrageenan e promovida adicionalmente pela separagio de
SEM. Esta cavidade oca ndo foi observada nas preparacdes de
gota recentes. O trabalho anterior por outros (Bancel e outros.,
1996) tem mostrado que as células de crescimento induzem
enfraquecimento da rede de operagdo do gel. Audet e outros
(1988) reportaram que a adi¢@io de goma de vagem de alfarrobeira
ao kappa-carrageenan modifica a resisténcia mecinica das gotas

de gel para a imobiliza¢do de bactéria.
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Sobre o experimento de fermentagdo de cerveja
de seis meses total, o bioreator de elevagio de gas foi testado um
minimo de uma vez uma semana para contaminacio. Nenhum
contaminante bacterial foi detectado em qualquer tempo durante o
experimento. Nos Uitimos dois meses do ensaio, uma levedura de
contaminacdo foi detectada em concentragdes que flutuaram entre
I e 5 cfu/mL. Esta levedura foi capaz de crescer no meio PYN a
37°C, mas ndo cresceu aerobicamente ou anaerobicamente no
meio DUBA (seletivo para bactéria), ndo fermentou dextrins, e
ndo mostrou crescimento no meio de CuSO, (seletivo para
levedura selvagem).

Apos cinco meses, a percentagem media de
células de levedura deficiente respiratoria foi 7%, que é mais alta
do a que € normalmente encontrada usando-se esta linhagem
durante fermentagdes de dosagem industrial (média de 2%).
Outros pesquisadores reportaram descobertas similares (Norton e
D’Amore, 1995). A levedura deficiente respiratéria resulta de
uma mutagdo que faz com que a levedura seja incapaz de respirar
glucose para didxido de carbono e 4gua. Estas leveduras tém
mitocOndria com atividade permanentemente concedida de DNA
mitocondrial, € se eleva usualmente por causa de uma mutacio de
DNA mitocondrial (Hardwick, 1995).

Os artefatos de prepara¢do de amostra de SEM
podem causar confusdo. Tecnologias tais como espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (NMR) (Fernandez, 1996) e

microscopia confocal (Bancel e Hu, 1996) tém sido usadas para
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examinar células imobilizadas ndo-invasivamente. As técnicas de
imagem de NMR tém permitido que os pesquisadores estudem
transporte, fluxo e distribui¢do espacial de células e bioquimicas
em biofilmes. Os pesquisadores (Bancel e Hu, 1996) tém também
mostrado que a microscopia de varredura de laser confocal pode
ser usada para observar células imobilizadas em micro-
transportadores de gelatina porosa através de seccionamento 6tico
em série. |

Embora o0 azul de metileno seja usado como um
indicador padrdo de viabilidade de célula na industria de fabrico
de bebida fermentada, o método tem muitos problemas (Mochaba
e outros., 1998). Ele mede se uma populacdo de levedura é viavel
ou ndo-viavel, baseado na capacidade de células viaveis oxidarem
0 corante para sua forma incolor. As células nio-viaveis carecem
da capacidade de oxidar a cor e, portanto, permanecem azul
(O’Connor-Cox e outros., 1997). As técnicas de contagem de
placa e cultura de ldmina sfo baseadas na capacidade das células
crescerem € produzirem macro-coldnias nas placas Agar, ou
micro-colénias nas ldminas de microscépio coberto médio
(Technical Committee and Editorial Committee of the ASBC,
1992). A operagdo de exame da viabilidade de levedura nas
matrizes imobilizadas sobre periodos estendidos de tempo na
Labatt agora usa, ndo somente azul de metileno, mas também os
métodos antes mencionados, bem como desenvolvimento da
técnica de microscopia confocal usando manchamento vital. Em

adigdo a medigdo da viabilidade das células, a publicagdo de
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“vitalidade” das células imobilizadas deve também ser enderegada
no trabalho futuro. Onde a viabilidade foi usada para descrever a
capacidade das células crescerem e reproduzirem, a vitalidade
mede a performance de fermentagdo, atividade, ou a capacidade
da levedura recuperar-se de tensdes (Smart e outros., 1999).

CAPITULO 7. PRODUCAO DE AROMA EM
UM  SISTEMA DE FERMENTACAO DE CERVEJA
CONTINUO DE ELEVACAO DE GAS

7.1 Procedimento Experimental

O uso de fermentagdo continua para produzir
cerveja € muito diferente de outras aplicagdes usando células
imobilizadas porque o produto resultante ndo ¢ medido em termos
de um componente de interesse, tal como etanol. Preferivelmente,
ele ¢ um equilibrio de numerosos compostos quimicos que devem
ser equilibrados para produzir um produto acabado de qualidade.
Os efeitos do oxigénio nos metabdlitos de aroma de levedura
durante fermentagdo primdria continua e durante um periodo de
retengdo de dosagem secundaria, foram examinados. O efeito do
tempo de residéncia nos met.ab(’)litos de aroma foi também
examinado em dois niveis. Por ultimo, uma preparacio de enzima
comercial de alfa-acetolactato decarboxilase foi adicionada ao
suprimento de mosto de fermentagdo continua, ¢ a concentracdo
de diacetil total de fase liquida foi monitorada.

7.1.1 Efeito de Quantidades Relativas de Ar no
Géas de Fluidizagdo do Bioreator nos Metabdlitos de Levedura

durante Fermenta¢do Continua Primaria
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A quantidade de ar e, conseqiientemente,
oxigénio no gas de fluidizagdo do bioreator foi variada enquanto
que o tempo de residéncia, temperatura e outras varidveis de
processo controlaveis foram mantidas constantes. A taxa de fluxo
volumétrico total de géas foi mantida constante a 472 mL/min em
STP, a temperatura foi 15°C, e gotas de gel de kappa-carrageenan
contendo levedura LCC 3021 imobilizada foram usadas através
de todo o ensaio com um carregamento de célula inicial de 1 X10°
células/mL de gel. Quatro taxas de fluxo volumétrico diferentes
de ar foram impostas no sistema através de todo o ensaio. (Tabela
7.1), e o tempo de residéncia do bioreator médio R,, foi 1.18 dias.

Tabela 7.1. Taxas de fluxo volumétrico de ar
supridas ao bioreator através do aspergidor durante fermentacio
continua. A taxa de fluxo volumétrico total suprida ao bioreator
foi 472 mL/min em STP, com diéxido de carbono compondo o

restante do gés.

Taxa de  Fluxo|Percentagem de Ar|Inicio (Dia)
Volumétrico de Ar|no Gas de

(mL/min) Fluidizacdo (% v/v)

94 19,9 10

354 75,0 27

34 7,2 41

0 0 59

Taxa  de  Fluxo|Percentagem de Ar|Fim (Dia)
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Volumétrico de Ar|no Gas de
(mL/min) Fluidizacao (% v/v)
94 19,9 26
354 75,0 40
34 7,2 58
0 0 66
|Taxa de  Fluxo Percentagem de Ar|Tempo Total (Dias)
Volamétrico de Ar{no Gas de
(mL/min) Fluidizacdo (% v/v)
94 19,9 17
354 75,0 14
34 7,2 18
0 0 8
As andlises seguintes foram realizadas

repetidamente através de todo o experimento: amino nitrogénio
livre (FAN), carbohidrato fermentavel total (como glucose),
etanol, diacetil total, volateis de cerveja (ésteres e alcoois
selecionados), ¢ concentracdo de célula de levedura de fase
liquida e viabilidade. O bioreator foi também testado para
contaminag¢do um minimo de uma vez em uma semana,

A concentragdo de oxigénio dissolvido na fase
liquida de massa do bioreator foi medida quando a fermentacio

continua foi assumida para estar em estado pseudo-constante para
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cada taxa de fluxo volumétrico de ar (minimo de trés tempos de
giro do reator).

7.1.2 Periodo de Reten¢do de Dosagem de Pos-
Fermentacdo: Efeitos de Exposi¢do de Oxigénio nos Metabélitos
de Levedura

Mesmo quando a quantidade de oxigénio no gas
de fluidizagdo do bioreator foi relativamente baixa (34 mL/min
em STP), as concentragdes de acetaldeido e diacetil total
encontradas durante o experimento conduzido na secdo 7.1.2,
foram Inaceitavelmente altas para a cerveja lager da América do
Norte. Portanto, uma nova aproximagéo foi tomada, onde liquido
tomado a partir do bioreator primario continuo, foi mantido na
dosagem por 48 horas em uma temperatura levemente elevada de
21°C para reduzir a concentragdo destes dois compostos.
Também, os resultados a partir da secdo anterior 7.1.2 indicam o
efeito significante que a quantidade de ar no gas de fluidizacdo
tem nos compostos de aroma medidos. Portanto, o efeito nos
metabolitos de aroma de levedura de condicdes aerdbicas versus
anaerobicas a jusante da fermentagfo priméria, onde a retencdo de
dosagem secundaria ocorreu, foi examinado.

A fermentagdo primaria continua foi realizada
em um bioreactor de elevagdo de gas de 50 L usando uma
variante altamente flocosa da linhagem de levedura LCC3021
para este ensaio, porque o requerimento de volume de amostra
para o estudo foi muito maior e'n.l relagdo ao volume do reator de

8 L. As condi¢des de operagdo foram 1180 mL/min de CO, e 189
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mL/min de ar em STP no gis de fluidizagdo, um tempo de
residéncia de bioreator médio R, de 1.0 dia, uma temperatura de
15 °C, e mosto de cervejaria lager de gravidade alta de 17.5°P.

Um total de 4 amostras foram tomadas (frascos
de 100 mL), com dois manuseados sob condi¢des anaerobicas, e
os outros dois foram expostos ao ambiente aerdbico.

O procedimento de amostragem anaerdbica foi
conforme se segue: dois frascos de 100 mL e seis fracos de 25 mL
foram autoclavados e, em seguida, colocados em uma caixa
anaerobica (Labmaster 100, mbraun, USA) com arg6nio como o
gas de purga. Os frascos de 100 mL foram permitidos equilibrar
por 45 minutos e, em seguida, foram vedados usando-se capas de
aluminio e septo de Teflon®. Uma seringa de 50 mlL, ajustada
com uma agulha de medi¢do 16 de 3 polegadas, sanitarizada
usando-se uma solucdo de etanol 70% (v/v), foi usada para retirar
a amostra do bioreator pelo puncionamento do septo da
membrana da valvula de amostra, e a amostra foi injetada nos
fracos anaerdbicos pré-purgados de 100 mL. Foi necessario
proporcionar-se uma ventilagdo ao frasco através de uma agulha
de seringa estéril adicional, para permitir liberacdo da pressdo
dentro do frasco durante enchimento. As amostras aerdbicas
foram expostas a atmosfera a medida que elas foram drenadas a
partir do bioreator pela abertura totalmente da valvula de amostra
de membrana nos frascos de amostra ndo-vedados de 100 mL,

sem usar-se uma seringa e agulha.
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O liquido de amostra foi permitido assentar &
temperatura ambiente por 2 horas, de modo a permitir que a
levedura se separe da solugdo, deixando uma concentragdo de
célula no liquido de massa de aproximadamente 10° células/mL.
Uma vez assentado, o liquido de cada frasco de 100 mL foi
decantado em trés frascos de 25 mL. As amostras anaerdbicas
foram manipuladas em uma caixa anaerébica, de modo a
minimizar a captac¢do de oxigénio enquanto as amostras aerébicas
foram processadas sob fluxo laminar. Cada uma das amostras nos
frascos de 100 mL foram divididas em 3 frascos pequenos de 25
mL, de modo que a andlise da amostra podia ser realizada sem
alteragdo do curso da fermentagdo devido a remocéo da amostra.
Uma vez que as amostras aerébicas foram transferidas para os
frascos menores, elas foram incubadas e destampadas a 21°C. As
amostras anaerObicas foram transferidas para os trés frascos
menores ¢ vedadas usando-se uma capa de aluminio e septo de
Teflon®. De modo a evitar aumento de pressdo devido a evolugio
de didxido de carbono dentro dos frascos, enquanto impede
exposi¢do das amostras ao ambiente aerébico externo, os septos
foram puncionados com uma agulha. A extremidade da agulha
exposta ao ambiente externo foi submersa em etanol (menos do
que 1 cm de pressdo), impedindo qualquer retorno de fluxo de ar
na amostra. As amostras foram coletadas para andlise em 2, 24, e
48 horas. Uma amostra foi tomada também diretamente do
bioreator e analisada imediatamente, de modo a acessar o estado

da fermentagdo dentro do bioreator na hora do protocolo. As
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amostras foram analisadas para carbohidrato fermentavel total
(como glucose), etanol, diacetil total, e volateis de cerveja (Esteres
e alcool selecionados).

7.1.3 Efeito do Tempo de Residéncia de Liquido
nos Metabolitos de Levedura durante Fermentagdo de Cerveja
Primaria Continua

De modo a examinar o efeito do tempo de
residéncia de liquido na atividade metabolica da levedura, um
exp-rimento foi realizado em que uma mudanga de etapa na taxa
de fluxo volumétrico de mosto para o bioreator foi imposta
durante fermenta¢do de cerveja primaria continua usando células
de levedura LCC3021 imobilizada em gotas de gel de kappa-
carrageenan. A temperatura do bioreator foi mantida constante a
17°C através de todo o ensaio. A taxa de fluxo volumétrico do gas
suprida ao bioreator foi também constante a 472 mL/min em STP.
O gas era uma mistura de ar (11 mL/min em STP) e diéxido de
carbono (461 mL/min em STP). A concentracdo inicial de células
de levedura no gel de kappa-carrageenan foi 2.6 x 107 células/ml.
de gota de gel, € o bioreator continha 40% (v/v) de gotas.

As andlises seguintes foram realizadas
repetidamente através do ensaio: carbohidratos, amino nitrogénio
livte (FAN), carbohidrato fermentavel total (como glucose),
etanol, diacetil total, volateis de cerveja (ésteres e alcoois
selecionados), e concentragfio e viabilidade de célula de levedura
de fase liquida. O bioreator foi também testado para

contaminagdo, um minimo de uma vez por semana.
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7.1.4 Uso de uma Preparacdo Comercial de
Alfa-Acetolactato Decarboxilase para Reduzir Diacetil Total
durante Fermentagdo de Cerveja Primaria Continua

Concentracdes altas de diacetil sdo consideradas
por muitas das cervejarias norte americanas como sendo um
defeito de aroma indesejavel em sua cerveja. Nas fermentaces
primdrias continuas realizadas até aqui, as concentrag¢des totais de
diacetil tém estado consistentemente acima dos niveis limites para
fermentac¢des de dosagem tradicionais (70 — 150 mg/L) em uma
lager norte americana. Durante a fermentagdo de dosagem, o
diacetil € reduzido durante os ultimos estagios de fermentacio,
quando o oxigénio ndo estd mais presente, e actcares adicionais
ndo estdo sendo introduzidos. No sistema de fermentacgio
continua, um nivel baixo constante de oxigénio € suprido para o
bioreator através de um aspergidor, e mosto fresco ¢
continuamente suprido ao bioreator. Portanto, uma nova estratégia
de usar uma preparagdo de enzima comercial foi explorada para
controlar a concentragdo de diacetil no bioreator continuo.

Em uma fermentagdo de mosto, o diacetil €
formado quando alfa-acetolactato, um intermediario na sintese de
valina, ¢ oxidavelmente decarboxilatado fora da célula de
levedura. A célula de levedura, em seguida, re-absorve o diacetil e
o converte na acetoina ativa de menos aroma. Esta
descarboxilagdo oxidative de alfa-acetolactato em diacetil é de
limitacdo de taxa nas fermentacdes de mosto de dosagem.

Durante as fermentagdes continuas, o diacetil total sai do
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bioreator em concentra¢des inaceitavelmente altas (300-400
mg/L). A enzima comercial alfa-acetolactato decarboxilase
(ALDC), de Novo-Nordisk A/S, pode converter alfa-acetolactato
diretamente em acetoina, evitando, desse modo, o intermediario

diacetil indesejado (Figura 7.1) (Jepsen, 1993).

OH OH O
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\\\\\\\\ Néo-ezimético(lento)

R . Levedura
o NAD' | piacetil
R
Uma conversio de Etapa erluctase
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Figura 7.1 A agdo de alfa-acetolactato
decarboxilase (ALDC).

Alfa-acetolactato decarboxilase foi adicionada
ao mosto alimentado no bioreactor de modo a examinar seu efeito
na concentragdo de diacetil total. Outras estratégias para reducio

de diacetil, incluindo sistemas de pés-fermentagdo de um periodo
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de reten¢do quente de dosagem de 48 horas e fermentacdo
secundaria imobilizada, tecnologia de Alpha-Laval (Anon, 1997),
foram também exploradas. Ambas destas outras estratégias
mostraram sucesso na redugdo ‘da pos-fermentagdo de niveis de
acetil, mas nenhuma tinha como objetivo o nivel de diacetil na
fonte (i.e. na descarga do bioreator). Pelo uso de ALDC no mosto
para reduzir a concentragdo de diacetil que sai do bioreactor, os
periodos de tratamento de pos-fermentagdio podem ser
minimizados ou eliminados.

A atividade de ALDC ¢ 6tima em pH 6.0 no
mosto de lager a 10°C. Em pH 5.0, tipico de mostos industriais, a
atividade de ALDC ¢ maximizada a uma temperatura de 35°C
(Anon, 1994). Desse modo, sob condi¢des de fermentacdo de
cerveja tipicas de temperatura e pH reduzidos, a atividade de
ALDC ¢ menos do que 6tima.

A Health Canada em 1997 emendou as
Regulagdes de Alimento e Droga do Canada (SOR/97-81) para
permitir 0 uso de ALDC em bebidas alcodlicas, que abriu as
portas para seu uso nas cervejarias do Canada. Bacillus subtilis,
transportando o gene de codificagéo para ALDC (E.C. 4.1.1.5) de
Bacillus brevis, produz a enzima ALDC. Devido ao ALDC ser
uma enzima que € produzida por um organismo geneticamente
modificado (GMO), existem percepgdes publicas publicadas que
necessitariam de serem enderecadas antes do uso de tal enzima

em um produto comercial.
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Levedura lager LCC3021 foi usada para estes
experimentos. Mosto de cervejaria lager de alta gravidade 17.5°P
foi suprido pela cervejaria Labatt London. Etanol, carbohidrato
fermentavel total (como glucose), diacetil total, e concentragio de
c€lula de fase liquida foram monitorados. Células de levedura
foram imobilizadas em gotas-de gel de kappa-carrageenan
conforme descrito no Capitulo 4. O bioreator foi permitido trés
tempo de giro, antes de assumir-se ter-se alcancado estado
pseudo-constante.  Conforme mencionado anteriormente, o
método de diacetil usado neste trabatho é referido como “diacetil
total” e seu precursor, alfa-acetolactato. Desse modo, uma
reducdo observada no diacetil total durante este experimento seria
devido ao efeito combinado da enzima convertendo alfa-
acetolactato diretamente em acetoina, e a concentragdo mais baixa
subseqiiente de seu derivado de diacetil.

Alfa-acetolactato decarboxilase (ALDC) foi
suprida como uma doag@o generosa para propostas de laboratorio
de Novo Nordisk A/S, Denmark as Maturex® L. A atividade da
enzima foi 1500 ADU/g, onde ADU € a quantidade de enzima
que sob condigdes padrdes, por descarboxilagio de alfa-
acetolactato, produz 1 pumole de acetoina por minuto, conforme
descrito no Método Novo Nofdiék AF27 (Anon, 1994).

Condi¢oes de  Fermentacio Continua:
FermentagOes continuas foram realizadas no bioreator de tubo de
tiragem de ar de elevacdo de gas de 8 L em 40% (v/v) com gotas

de gel de kappa-carrageenan contendo células de levedura lager
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imobilizada. O bioreator foi aspergido com uma mistura de
dioxido de carbono (438 mL/min em STP) e ar (34 mL/min em
STP). A temperatura de fermentagdo foi controlada a 15°C
atraves de todos os ensaios, e 0 tempo de residéncia do bioreator
R, foi 1.5 dias. A concentragdo de diacetil total foi monitorada sob
estas condi¢des, e uma concentracdo de diacetil de controle de
estado pseudo-constante médio foi alcancada. ALDC foi entdo
adicionada ao mosto a uma concentragdo de 72 mg/L (108
ADU/L), e a concentra¢io de diacetil total no bioreator foi
monitorada para uma resposta.

Experimento 1: Mosto foi coletado da
cervejaria em um vaso de ago inoxidavel de 20 L, e aquecido em
um autoclave por 45 minutos a 100°C. O mosto foi mantido a
2°C em uma 4gua de dosagem de agua de temperatura controlada
enquanto alimenta o bioreator. Uma vez que uma concentracio de
diacetil total de estado pseudo-constante tenha sido alcangada no
interior do bioreator, 72 mg/L. (108 ADU/L) de ALDC foi
adicionada ao mosto dentro do vaso de 20 L. O carregamento de
biomassa inicial nas gotas de gel de kappa-carrageenan foi 3 x 10’
células/mL de gel.

Experimento 2: De modo a minimizar o risco
de contaminacdo, o sistema foi fechado em circulo na descarga, e
outras'atualizagﬁes foram também feitas ao sistema, conforme
descrito no Capitulo 4. Como com o Experimento 1, o mosto foi
coletado da cervejaria em um vaso de ago inoxidavel de 20 L, e

autoclavado por 45 minutos a 100°C. Enquanto se alimenta o
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bioreator, 0 mosto foi mantido a 2°C em um banho de dgua de
temperatura controlada. O carregamento de biomassa inicial nas
gotas de gel de kappa-carrageenan foi 3 x 107 células/mL de gel.
Uma vez que uma concentragio de diacetil total de estado
pseudo-constante tenha sido alcangada, 72 mg/L (108 ADU/L) de
ALDC foi adicionada ao mosto dentro do vaso de 20 L.
Experimento 3: Mosto de cervejaria néo-
oxigenado 17.5°P (14 hL). foi coletado em um vaso de
armazenamento de mosto large (T-1) na Planta Piloto. Ele foi, em
seguida, pasteurizado e armazenado com aspergimento de didxido
de carbono de modo a manter uma concentragdo de oxigénio
dissolvido constante de <0.10 mg/L, conforme descrito no
Capitulo 5. O mosto foi alimentado no bioreator a partir deste
tanque até que uma concentragdo de diacetil total pseudo-
constante foi alcangada. ALDC (72 mg/L) foi, em seguida,
assepticamente adicionada ao mosto para o restante do ensaio. A
adi¢do de ALDC foi acompanhada pela medigdo da quantidade de
mosto remanescente no vaso de armazenamento, e calculando-se
a quantidade de ALDC necessaria para trazer a concentracio de
enzima até a concentragdo alvo de 72 mg/L (108 ADU/L). A
quantidade apropriada de enzima foi entfio dissolvida em 10 L de
mosto estéril. Esta solugédo foi transferida para um vaso de presséo
de ago inoxidavel de 20 L, que foi conectado, via tubo estéril, ao
orificio de amostra no vaso de retengéo de mosto (T-1). A solucéo
de ALDC foi entdo impulsionada usando-se pressdo de didoxido de

carbono estéril no vaso de retengdo de mosto. De modo a
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assegurar que a solug¢do de ALDC foi adequadamente misturada
com 0 mosto no vaso de reten¢do, a taxa de fluxo de didxido de
carbono aspergido no tanque foi aumentada para 4720 mL/min
em STP por 1 hora e, em seguida, retornada para sua taxa de fluxo
normal. O tanque de armazenamento entdo manteve mosto dosado
de ALDC o bastante para completar o ensaio. O carregamento de
biomassa inicial nas gotas de gel de kappa-carrageenan foi 10°
c€lulas/mL de gel.

7.2 Resultados e Discussdo

7.2.1 Efeito de Quantidades Relativas de Ar no
Gas de Fluidizacdo do Bioreator nos Matabélitos de Levedura
durante Fermentagdo Continua Prim4ria

Nas Figuras 7.2 - 7.11, viabilidade de levedura
de fase liquida e concentra¢o de célula, concentracdes de amino
nitrog€nio livre (FAN), carbohidrato fermentavel total (como
glucose), etanol, diacetil total, acetaldeido, etil acetate, 1-
propanol, isobutanol, isoamil acetate, isoamil 4alcool, etil
hexanoato, ¢ etil octanoato sdo plotados versus tempo de
fermentagdo continua. Todas as condigdes de operacio do
bioreactor foram mantidas constantes através de todo protocolo,
exceto a percentagem de ar no gas de aspergimento do bioreator,
que ¢ marcada diretamente nas figuras. Na Tabela 7.2, as medias
para cada andlise em estado pseudo-constante (apds um minimo
de trés tempos de giro) sdo resumidas.

Tabela 7.2. Resumo do efeito de taxa de fluxo

volumétrico de ar para o bioreactor através do aspergidor na
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levedura de fase liquida, e concentracdes de metabélito de

levedura chave no bioreator em um tempo de residéncia R, de

1.18 dias, médias em estado pseudo-const

Concentracdo Analitica Média*

Taxa de Fluxo Volumétrica de

Ar (mL/min)v
94

Concentragio de Célula 3.87E+08
(células/mL)
Ferm. Total de Glucose (g/100 1.36
mL)
FAN (mg/L) 196.9
Etanol (g/100 mL) 6.14
Diacetil total (ug/L) | 346
Acetaldeido (mg/L) 75.62
Etil Acetato (mg/L) 22.38
1-Propanol (mg/L) 44,74
I[sobutanol (mg/L) 8.73
[soamil Acetato (mg/L) 0.38
Isoamil Alcool (mg/L) 58.62
Etil Hexanoato (mg/L) 0.060
Etil Octanoato (mg/L) 0.031
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- Concentragdo Analitica Média*™

Taxa de Fluxo Volumétrica de

Ar (mL/min)v
354

Concentracdo de Célula 2.98E+08
(células/mL)
Ferm. Total de Glucose (g/100 1.25
mL)
FAN (mg/L) 171.7
Etanol (g/100 mL) 5.46

| Diacetil total (ug/L) 1417
Acetaldeido (mg/L) 32948
Etil Acetato (mg/L) 21.13
1-Propanol (mg/L) 50.89
Isobutanol (mg/L) 16.09
Isoamil Acetato (mg/L) 0.21
Isoamil Alcool (mg/L) 61.64
Etil Hexanoato (mg/L) 0.030
Etil Octanoato (mg/L) 0.013

Concentracdo Analitica Média*

Taxa de Fluxo Volumétrica de

Ar (mL/min)v
34
Concentragdo de Célula 4.737E+08.-
(células/mL)
Ferm. Total de Glucose (g/ 100 2.07
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mL)

FAN (mg/L) 162.8
Etanol (g/100 mL) 5.74
Diacetil total (ug/L) | 389
Acetaldeido (mg/L) 28.63
Etil Acetato (mg/L) 18.01
1-Propanol (mg/L) 53.04
Isobutanol (mg/L) | 8.05
Isoamil Acetato (mg/L) 0.30
Isoamil Alcool (mg/L) 59.16
Etil Hexanoato (mg/L) 0.053
Etil Octanoato (mg/L) 0.025

As Figuras 7.2 e 7.3 mostram que a populacdo
de levedura de fase liquida ndo alcanca zero durante este
experimento. Os compostos de aroma que foram estudados neste
trabalho foram produzidos por uma combina¢io de células de
levedura imobilizada livre, e contribui¢des relativas de cada fonte
ndo foram determinadas. Existem mais do que uma fonte de
células de levedura livremente suspensas neste trabalho:
crescimento de biomassa e células que foram liberadas a partir
das gotas de gel no meio liquido de massa. A pesquisa mostrou
com modelos de compostos de liberagdo e crescimento de célula,
que quando as células estdo sendo liberadas dos biofilmes, mesmo

se 0 bioreactor € operado em taxas de diluicéo altas, existira ainda
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Figura 7.2. Concentragdo de levedura de fase

liquida versus tempo de fermentagdo continua relativa. A taxa de

fluxo volumétrico de ar em STP suprida ao bioreator através do

aspergidor € indicada no gréafico. O restante do gés foi dioxido de

carbono ¢ a taxa de fluxo de gds volumétrico total foi constante a

472 mL/min em STP através de todo o experimento.
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Figura 7.3. Viabilidade de levedura de fase
liquida versus tempo de fermentagdo continua relativa. A taxa de
fluxo volumétrica de ar em STP suprida ao bioreactor através do
aspergidor ¢ indicada no grafico. O restante do gas foi dioxido de
carbono e a taxa de fluxo de gas volumétrico total foi constante a
472 mL/min em STP através de todo o experimento.

Na Figura 7.4, a concentracdo de fase liquida de
amino nitrogénio livre (FAN) foi trilhada. Foi Interessante notar
que as concentragdes de FAN minimas ocorreram a 34 mL/min
em STP de ar. Isto ndo coincide com a concentra¢io de etanol
maxima ou concentragdes de carbohidrato fermentavel total

minimas (como glucose).

A concentragdo de etanol dentro da fase liquida

do bioreator diminui, enquanto o carbohidrato fermentavel total
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(como glucose) aumentou quando a taxa de fluxo volumétrico de
ar no gas de aspergimento foi aumentada de 94 para 354 mL/min,
conforme visto na Figura 7.5. Isto pode indicar que mais
respiragdo de célula, conforme oposta a respiracdo, estava
ocorrendo para o aurhento na disponibilidade do oxigénio.
Quando a taxa de fluxo volumétrico foi novamente reduzida de
354 mL/min para 34 mL/min em STP, a concentracdo de etanol
novamente aumentou; contudo, ela ndo alcanga a concentragio
vista quando a taxa de fluxo estava em 94 mL/min em STP. E
dificil comparar em termos precisos as concentracdes de etanol
em 34 mL/min com aquelas a 94 mL/min em STP, porque
existem outros fatores que influenciam o sistema, resultando de
envelhecimento de célula, efeitos da exposicio continua em
quantidade relativamente alta de oxigénio com o tempo em 354
mL/min em STP, e mudangas na populacio de célula imobilizada.
Na Figura 2.4, White e Portno. (1978) notaram mudanc¢as nas
concentragdes metabdlitas de aroma de levedura com tempo de

fermentagdo continua em seu fermentador de torre.
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constante a 472 mL/min em STP através de todo o experimento.
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Figura 7.5. Concentracio de etanol de fase
liquida e carbohidrato fermentavel total (como glucose) versus
ttmpo de fermentagdo continua relativa. A taxa de fluxo
volumétrico de ar em STP suprida ao bioreator através do
aspergidor € indicada no grafico. O restante do gas foi dioxido de
carbono e a taxa de fluxo de gé‘sAvolumétrico total foi constante a
472 mL/min em STP através de todo o experimento.

| Na Figura 7.6, o efeito pronunciado do oxigénio
na produgdo de diacetil total é vista. Desde que o diacetil é
geralmente considerado um composto de aroma indesejavel na
cerveja, uma das razdes principais para otimizar a quantidade de
oxigénio no bioreator ¢ controlar os niveis deste compoé:co de
aroma. Apds a fase de ar de 354 mL/min, a taxa de fluxo foi

diminuida para 34 mL/min em STP, e o diacetil total aumentou.
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Durante fermentagdio de dosagem, ¢ sabido que oxigénio
aumentado conduz a um aumento na formagdo de alfa-
acetolactato, o precursor de diacetil (Kunze, 1996).

Na Figura 7.7, um relacionamento claro entre a
quantidade de ar no gas de aspergimento e concentracio de
acetaldeido se elevou. A medida que a percentagem de ar no gas
de aspergimento aumentou, a quantidade de acetaldeido também
aumentou. O acetaldeido concede um carater de mac¢d verde a
cerveja, e € normalmente presente na cerveja comercial em niveis

de menos do que 20 mg/L.

2000 T ———— — .
| |
!
—~ 1 *
1800 ’ |
~. !
o | .
\3\ 1600
= .
42 1400 4
8 ' <=M L min——— & t—— Zdml/min ——p
2 1200 ] .
D H
%‘ 1000 *I <— 334 mL/imin—p - 0 ml/min —7
@ 00
800 -
O | v
o i
i .
-g 600 § - .
4] - *
c 400 4 * * *>
¢ * .
Q 1 *
[&] i * * *
200 ‘ N te

ot X , , . — ,
0 5 W % 20 25 3 35 40 45 S0 55 &0 65 70

Tempo de fermentagdio continua (dias)

Figura 7.6. Concentracio de diacetil total de
fase liquida versus tempo de fermentagdo continua relativa. A
taxa de fluxo volumétrico em STP suprida ao bioreator através do

aspergidor € indicada no grafico. O restante do gas for didxido de
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carbono ¢ a taxa de fluxo de gas volumétrico total foi constante a

472 mL/min em STP através d= todo o experimento.
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Figura 7.7. Concentragio de acetaldeido de fase
liquida versus tempo de fermentacdo continua relativa. A taxa de
fluxo volumétrico em STP suprida ao bioreator através do
aspergidor ¢ indicada no grafico. O restante do gas foi didxido de
carbono ¢ a taxa de fluxo de gas volumétrico total foi constante a
472 mL/min em STP através de todo o experimento.

Na Tabela 7.2 e Figuras 7.8 - 7.9, as
concentracOes de estado pseudo-constante de etil acetato, isoamil
acetato, etil hexanoato, e etil octanoato sio dadas versus tempo de
fermentagdo continua. Para todos os ésteres medidos, a mudanga
de etapa na taxa de aeracio de 94 para 354 mL/min em STP

resultou em uma diminuicdo na concentragdo. Quando a taxa de
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aeracdo foi diminuida de 354 mL/min para 34 mL/min em STP, a
concentragdo de isoamil acetato, etil hexanoato, e etil octanoato
aumentou. Contudo, elas nfo aumentaram para os valores vistos
na taxa de aeracdo de 94 mL/min. O modelo de resposta destes
compostos se equiparam.proxim'amente uns aos outros, com etil
hexanoato e etil octanoato mostrando mais flutuagdes relativas do
que o isoamil acetato. A concentragdo de etil acetato atualmente
aumenta adicionalmente quando a taxa de fluxo volumétrico de ar
foi reduzida para 34 mL/min em STP. Para todos os ésteres
medidos neste estudo, a concentraééo mostrou um aumento
quando o ar foi completamente eliminado do gas de fluidizacdo.
A concentragdo de cada éster se elevou e, em seguida, diminuiu a
medida que a concentragio de célula de fase liquida diminuiu

rapidamente no bioreator.
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Figura 7.8. Concentragio de etil acetato versus
tempo de fermentagdo continua relativa. A taxa de fluxo
volumétrico de ar em STP suprida ao bioreator através do
aspergidor € indicada no grafico. O restante do gas foi dioxido de
carbono e a taxa de fluxo .de gas volumétrico total foi constante a

472 mL/min em STP através de todo o experimento.
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Figura 7.9. Concentracdo de isoamil acetato de
fase liquida, etil hexanoato e etil octanoato versus tempo de
fermentagdo continua relativa. A taxa de fluxo volumétrico em
STP suprida ao bioreator através do aspergidor € indicada no
grafico. O restante do gés foi diéxido de carbono e a taxa de fluxo
de gas volumétrico total foi constante a 472 mL/min em_STP

através de todo o experimento.
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Os alcoois isoamil mais altos, isobutanol, e 1-
propanol, versus tempo de fermentacdo continua, sdo dados nas
Figuras 7.10 e 7.11. Para os 4lcoois medidos, a concentragio
aumentou como um resultado do aumento da mudanca de etapa
na aeragio de 94 para 354 mL/min em STP. O isobutanol mostrou
as maiores flutuagdes relativas quando a taxa de aeracdo foi
mudada. As concentra¢des de l-propanol foram bem abaixo dos
valores limites de aroma de 600 ~800 mg/L; contudo, através de
todo o experimento de fermentacio continua, a concentracio foi
bem acima daquela encontrada nas cervejas produzidas por
dosagem comercial tipica, onde as concentragdes sio usualmente
abaixo de 16 mg/L. Este ndo foi o caso para o isoamil alcool ou
1sobutanol, que estavam dentro das faixas normais, O composto |-
propanol ¢ ensinado para elevar-se a partir da redug¢do do acido
propionato (Gee ¢ Ramirez, 1994). QOutros (Hough e outros.,
1982; Yamauchi e outros., 1995) tém também se relacionado a
formagdo de 1-propanol para o metabolismo dos amino 4cidos a-
aminobutirico e treonina, com o oxo-acido correspondente e
aldeido  sendo  a-oxobutirico 4cido e proprionaldeido,

respectivamente.
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Figura 7.10. Concentracdo de isoamil alcool de
fase liquida e etanol versus tempo de fermenta¢do continua
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Figura 7.11. Concentragdo de 1-propanol de
fase liquida versus tempo de fermentacdo continua relativa. A
taxa de fluxo volumétrico em STP suprida ao bioreator através do
aspergidor € indicada no grafico. O restante do gés foi diéxido de
carbono e a taxa de fluxo de gas volumétrico total foi constante a
472 mL/min em STP através de todo o experimento.

Devido ao excesso de diacetil, acetaldeido e
alcoois fundidos sdo indesejéVeis na cerveja, sendo o controle do
oxigénio para limitar sua produgdo importante. Conforme
discutido na revisdo da literéfura, quando o suprimento de
oxigénio para as células de levedura ¢ aumentado, existe
formagdo anabélica aumentada de precursores de amino 4cido e,
desse modo, sobre-fluxo de dlcoois mais altos, oxo-acidos e
diacetil. A concentragio de ésteres é conhecida para diminuir com
um aumento na disponibilidade de oxigénio porque a formacéo de
ester € catalisada pela transferase de acetil. A transferase de acetil
¢ inibida pelos 4cidos graxos insaturados e ergosterol, que, por
sua vez, aumenta na presenca dé oxigénio (Norton and D’ Amore,
1994).

Para as condi¢des do bioreactor usado neste
experimento, as concentragdes de oxigénio dissolvido de estado
pseudo-constante (apés um minimo de trés tempos de giro do
reator) medidas na fase liquida do bioreator, foram préximas a
zero (menor do que .03 mg/L).

Este experimepto ndo permite uma comparagio

direta dos dados a partir de 94 mL/min e 34 mL/min em STP no
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gas de fluidizagdo, porque eles foram separados pela taxa de fluxo
de ar mais alta (354 mL/min). Isto € porque o estado fisiolégico
da levedura resultante da exposicdo as condi¢des do bioreator
anteriores, a matriz de imobilizagdo e tempo de fermentacio
continua, podem também ter causado outras mudangas na
producdo de aroma.

Nenhuma contaminag¢do foi detectada no
bioreactor em qualquer ponto durante este experimento.

De modo a equilibrar o requerimento de
levedura para algum oxigénio para manter viabilidade de levedura
e a necessidade de minimizar oxigénio para obter-se uma cerveja
com um perfil de aroma desejével, outras estratégias podem ser
exploradas, tais como a adicdo de nutrientes tais como ZINnco,
magnesio, ou provisdo de outros compostos exogenos requeridos
pela célula de levedura para manter a viabilidade. Tais adigdes
permitiriam um aumento adicional no requerimento de oxigénio
da levedura. Outra possibilidade seria operar em concentragdes de
oxigénio muito baixas muitas das vezes, com pulsos periddicos de
oxigénio suprido & levedura em uma base regular para manter a
viabilidade da célula.

7.2.2 Periodo de Retengdo de Dosagem de Pods-
Fermentagdo: Efeitos de Exposi¢do de Oxigénio nos Metabélitos
de Levedura

Devido ao diacetil total ndo estar dentro das
faixas normais de uma cerveja comercial no final da fermentacdo

primdria, vdrias aproximac¢des foram tomadas para reduzir a
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concentra¢do deste composto a niveis aceitaveis. Tal aproximacdo
foi usar um periodo de retengo quente imediatamente em seguida
a fermentacdo primaria continua.

Nas Figuras 7.12 — 7.21, concentra¢des de
carbohidrato fermentdvel total de fase liquida (como glucose),
etanol, diacetil total, acetaldeido, etil acetato, ] -propanol,
isobutanol, isoamil acetato, isoamil alcocl, e etil hexanoato sdo
plotadas versus tempo de feteng:éo de pos-fermentagdo. As
amostras coletadas a partir do fermentador primario continuo no
estado pseudo-constante foram mantidas sob condicdes aerdbicas
e anaerobicas, conforme indicado na legenda de cada figura.

Na Figura 7.12, a concentracdo de carbohidrato
fermentavel total (como glucose) declinou rapidamente nas
primeiras duas horas e, em seguida, declinou a uma taxa mais
lenta durante o restante do periodo de retencio em ambas as
amostras aerobicas e anaerobicas. As razdes possiveis para esta
observa¢do foram que durante as duas primeiras horas, mais
leveduras estavam presentes antes da decantacdo, e a
concentragdo de agucares foi mais alta no inicio do periodo de
retencdo. Esta ndo foi uma diferenga significante na alimentacéo
de glucose fermentéavel entre as amostras aerébicas e anaerdbicas,
embora algumas diferencas fossem notadas inicialmente.

A concentragdo de etanol na Figura 7.13 se
elevou rapidamente no comego do periodo de retencdo e, em
seguida, as amostras aerdbicas e anaerdbicas aumentaram na

concentragdo de etanol com o tempo, em um modo quase
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paralelo. O aumento inicial no etanol para a amostra anaerdbica
coincidiu com o periodo onde a maior alimentagdo de actcar
ocorreu. No final do periodo de retencdo, a concentragio de

etanol fo1 mais alta nas amostras anaerobicamente tratadas.
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Figura  7.12  Concentracio  de glucose
fermentavel média versus tempo de reteng¢do de pos-fermentacdo
para amostras tratadas aerobicas e anaergbicas apos fermentagdo
primaria continua em um bioreator de clevacdo de gas. As barras
de erro representam os limites superior e inferior dos dados
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Figura 7.13 Concentragio de etanol média
versus tempo de retengdo de pos-fermentagdo para amostras
tratadas aerdbicas e anaerdbicas apds fermenta¢do primdria
continua em um bioreator de elevagdo de gas. As barras de erro
representam os limites superior e inferior dos dados experimentais
(n=2).

Na Figura 7.14, as amostras aerébicas
mostraram um aumento anterior no acetaldeido sob exposi¢do as
condi¢gdes aerdbicas fora do bioreator. A combinacdo de
condigdes aerdbicas, com consumo de acucar e produgdo de
etanol, pode contar para este resultado. Pelo final do periodo de
retengdo de 48 horas, a concentracio de acetaldeido foi diminuida
de 17 mg/L para 9 mg/L na amostra anaercbica, que traz a
concentragdo de liquido para dentro das especifica¢es para uma
lager norte americana de qualidade (menos do que 10 mg/L).

A concentragdo de diacetil total versus tempo de
retengdo € dada na Figura 7.15. Os resultados mostram que a
eliminacdo de oxigénio a partir do sistema durante este periodo de
reten¢do proporciona condi¢des mais favoraveis para reducio de
diacetil. A forma da curva de didcetil total pode estar relacionada
a0 desdobramento de amino nitrogénio livre, e 3 subseqiiente
produgdo intracelular de valina, da qual o diacetil ¢ um sub-
produto (Nakatani e outros., 1984a; Nakatani e outros., 1984b). A
concentragdo total de diacetil no final da fermentacio continua

primaria foi 326 mg/L, e no final do periodo de retencao



10

15

o]

D

54

anaerobica estava em uma concentracio de 33 mg/L, que é bem

abaixo do limite de sabor nas cervejas comerciais.
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versus tempo de reten¢do de pos-fermentagio para amostras
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representam os limites superior e inferior dos dados experimentais
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Figura 7.15 Concentracio de diaceti] total meédia
versus tempo de reten¢do de pos-fermenta¢do para amostras
tratadas aerdbicas e anaerdbicas apos fermentagdo primaria
continua em um bioreator de elevagdo de géas. As barras de erro
representam os limites superior e inferior dos dados experimentais
(n=2).

Nas Figuras 7.16 - 7.18, as concentragdes de
esteres de etil acetato, isoamil acetato, e etil hexanoato sio
plotadas versus tempo de retenco de pos-fermentagdo. O mesmo
modelo para amostras aerébicas e anaerdbicas foi observado para
todos os €steres. A concentraciio de ésteres nio diverge entre as
amostras aerobicas e anaerobicas até a tultima no periodo de
retengdo, onde a concentragio de ésteres nas amostras aerobicas
declinou, e a concentracio nas amosiras anaerobicas aumentou.
Devido a concentracdo de ésteres nas fermenta¢des continuas ser
um tanto baixa comparada com as concentracdes de ésteres
encontradas na cerveja comercial, ¢ desejavel selecionar

condi¢bes que favorecam a producdo de éster.
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Figura 7.16 Concentracio de etil acetato media
Versus tempo de retencdo de pos-fermentacdo para amostras
tratadas aerdbicas e anae:dbicas apés fermentacdo primaria
continua em um bioreator de clevacdo de gas. As barras de erro
representam os limites superior e inferior dos dados experimentais
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Figura 7.17 Concentragio de isoamil acelato
media versus tempo de reténcio de pos-fermentag¢do para
amostras tratadas aerdbicas e anaerdbicas apos fermentacio
priméria continua em um bioreator de elevacdo de gas. As barras

de erro representam os limites superior e inferior dos dados

experimentais (n = 2).
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Figura 7.18 Concentracdo de etil hexanoato
media versus tempo de retencdao de pods-fermentagcdo para
amostras tratadas aerdbicas e anaerébicas apos  fermentagdo
primaria continua em um bioreator de ele 'acao de gds. As barras
de erro representam os limites superior e inferior dos dados
experimentais (n = 2),

As Figuras 7.19 - 7.21 mostram a concentragio
de 1soamil alcool, 1-propanol. e isobutanol versus tempo  de
retengdo de pos-fermentacdo. No final do periodo de retencdo de
48 horas, nenhuma diferenca significante nestes alcoois foi
observada entre os tratamentos aerébicoé ¢ anaerdbicos. Contudo,
as amostras de 24 horas mostraram uma concentragdo mais alta

en todos os casos para os tratamentos aerbicos.
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Figura 7.19 Concentracdo de isoamil alcool
media versus tempo de retencdo de pos-fermentagdo para
amostras tratadas aerdbicas e . anaerdbicas apos fermentagdo
primaria continua em um bioreator de clevacdo de gés. As barras

de erro representam os limites superior ¢ inferior dos dados

experimentais (n = 2).

60 —

—

3 e

5 501,(:". —_— e d

D. o

)

a

& 40

o

D ~ Aerthica

O —— ahi

g

& 209

~

i)

510l

o]

i

Q- o

16 20 30 40 50 60

Tempo de Periodo de Retengso de Pgs-
fermentag3o(h)

v

Figura 7.20 Concentracio de 1-propanol média
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continua em um bioreator de elevagdo de gas. As barras de erro

representam os limites superior e inferior dos dados experimentais
(n=2).
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Figura 7.21 Concentracio de isobutanol média
versus tempo de retengdo de pos-fermentagdo para amostras
tratadas aerdbicas e anaerdbicas apos fermentagdo primaria
continua em um bioreator de elevagdo de géas. As barras de erro
representam os limites superior e inferior dos dados experimentais
(n=2).

Na Figura 7.22, um grafico radar ¢ dado para
permitir comparago de um nimero dos compostos de aroma apos
0 periodo de retengdo aerdbica e anaerdbica de 48 horas com um
perfll de uma cerveja comercial. Os graficos radar sdo comumente
usados na inddstria de fabrico de bebida fermentada para permitir
éxaminar e comparar uma variedade de caracteristicas de cérveja
diferentes junto com um grafico (Sharpe, 1988). A partir desta

figura, pode ser visto que a cerveja fermentada continuamente
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mantida anaerobicamente € a equiparacio mais proxima a uma
cerveja comercializada tipica. A partir do Apéndice 6, pode ser
visto que o liquido anaerdbico estava dentro das faixas normais
para uma cerveja de mercado, exceto no caso de 1-propanol, que
foi significantemente mais alta do que cervejas fermentadas de
dosagem. Esta mais alta do que o l-propanol normal foi
observada em todos os produtos continuamente fermentados a
partir deste trabalho.

A formagdo de 1-propanol ocorreu durante o
estagio de fermentagdo primdria continua, e nio diminui
significantemente durante o periodo de reten¢do, se as condigdes
eram aerobicas ou anaerdbicas. Kunze (1996) cita que os fatores
seguintes aumentardo alcoois mais altos tal como 1-propanol
durante fermentagdo de dosagem: mistura, aeracdo intensiva do
mosto, ¢ adi¢do repetida de mosto fresco a levedura existente.

Ultimamente o cendrio ideal serd eliminar o
periodo de retengdo secundéria totalmente pela otimizac¢do das
condi¢bes no bioreator continuo primario. Contudo, ganhos
adicionais podem ser produzidos usando-se o periodo de retencio,
pela otimizagdo da temperatura de retengdo (a remocdo de diacetil
pela levedura é uma temperatura muito dependente), a quantidade
de agucares fermentaveis remanescente no liquido no comego do
periodo de reten¢do, otimizando a concentracdo de levedura
presente, as caracteristicas hidrodindmicas do vase de retencio (a

remogdo de diacetil pode ser aperfeigoada pelo aperfeicoamento
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do contato entre a levedura e a cerveja), e tomando-se medidas
adicionais para eliminar oxigénio a partir deste estagio.

Calculos de produtividade de cerveja
volumétricos s@o dados no Apéndice 3. O processo descrito nesta
se¢do, com um bioreactor continuo operando com um tempo de
residéncia de 24 horas, seguido por uma reten¢do de dosagem de
48 horas, ¢ 1.8 vezes mais produtivo do que um processo de
dosagem industrial atual. Um processo de dosagem industrial
relativamente rapido, com um tempo de ciclo de 7.5 dias tem uma
produtividade de cerveja volumétrica de 0.093 m’ de cerveja
produzida / (volume do vaso m’ x dia), pelo que o processo
continuo aqui descrito tem uma produtividade de 0.165 m’ de
cerveja produzida / (volume do- vaso m’ x dia). Se a pesquisa
adicional permite que o periodo de retengdo de dosagem seja
encurtado para 24 horas, a produtividade da cerveja tornar-se-a
2.3 vezes mais produtiva que o padrdo de dosagem industrial. Se
o cenario 1deal de um processo continuo de 24 horas sem retengo
de dosagem foi alcangado, a produtividade volumétrica da cerveja
tornar-se-a 7.5 vezes aquela do padrdo de dosagem. Em adi¢do a
produtividade volumétrica aumentada, os beneficios adicionais
realizados pelo movimento de -uma dosagem para um processo
continuo, tal como tempo curto para mercado, diminui¢do no
tamanho da cervejaria, ¢ propagagdo de levedura menos
freqiiente, devem ser equilibrados com uma analise cuidadosa dos

custos de operagdo relativos.
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Outros pesquisadores (Kronlof e Virkajarvi,
1996; Nakanishi e outros., 1993; Yamauchi e outros., 1995) se
focalizaram no desenvolvimento de fermentagées continuas de
estagios mdaltiplos em que o primeiro estigio de fermentacio
continua (aerébica) resulta em somente um consumo parcial dos
agucares fermentdveis presentes no mosto. Enquanto esta
estratégia tem mostrado algum sucesso em termos de producio de
QTOMAL ostes sistemas sio vomnplexos. Lambém, o primeiro estagio
ueSbico de tais sistemas cria um ambiente que é maijs susceptivel
a centaminacdo microbial (i.e. concentracdo de agucar mais alta,
[emperatura e oxigénio, com baixas concentragdes de etanol). No
sistema de bioreator de elevagdo de g4s apresentado neste
trabalho, o bioreator tem uma concentracdo de agticar fermentavel
baixa, baixo pH, alta concentracio de etanol, e concentragoes
baixas de oxigénio, produzindo o ambiente nao-hospitalar para

contaminantes potenciais.
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Figura 7.22. Grafico radar de dados de
concentracdo normalizada obtida apos 48 horas de retencdo
aerobica e anaerdbica, seguindo fermentacio primaria continua
€m um bioreator de elevacio de gas. O dado normalizado ¢
baseado nas medias de amostras duplicadas, e os dados da cerveja
comercial foram tomados como o ponto médio dos dados listados
no Apéndice 6.

7.2.3 Efeito do Tempo de Residéncia do
Liquido nos Metabdlitos de Levedura Chaves durante
Fermentagdo de Cerveja Primaria Continua

As Figuras 7.23 - 7.28 mostram os resultados
analiticos obtidos a partir da fase liquida do bioreator. Na Tabela
7.3, as concentracdes médias e taxas de fluxo dos analiticos
medidos em estado pseudo-constante (apés um minimo de trés
tempos de giro do bioreator), sio listadas nos dois tempos de
residéncia de liquido usados durante este experimento. Enquanto
a viabilidade de levedura de fase liquida nido muda
significantemente quando a taxa de fluxo de mosto para o
bioreator foi aumentada, a concentracdo de células de levedura
ndo muda conforme visto na Figura 7.23,

Tabela 7.3. (a) Tabela resumo de efeito do
tempo de residéncia do bioreactor na levedura de fase liquida e
concentracoes de metabdlite de levedura chave meédias em estado
pseudo-constante; (b) Tabela resumo do efeito do tempo de

residéncia do bioreator na levedura de fase liquida e taxas de
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meédias no estado pseudo-constante.

@) Concentragio

Tempo de Residéncia do Bioreator

Analitica Média 1,8 dias 0,9 dia ;
Concentragio de 2.38E+08 1.32E+08 l
Célula (células/mL) 'I
Ferm.  Total de 0,29 6.09

Glucose (g/100 mL)

FAN (mg/L) 106.3 246 .4

Etanol (g/100 mL) 5.16 4.80

Diacetil total (ug/L) 292 460
Acetaldeido (mg/L) 19.47 37.07

Etil Acetato (mg/L) 41.00 38.29
I-Propanol (mg/L) 44.95 13.53
[sobutanol (mg/L) 22.78 9.13

Isoamil Acetato 0.90 1.28

(mg/L)

Isoamil Alcool 76.67 51.39

(mg/L)

(b) Taxa de Fluxo

Tempo de Residéncia do Bioreator

Analitica Média 1,8 dias 0,9 dia
Concentragio de 7.38E+08 8.22E+08
Célula (células/mL)

Ferm. Total de

8.93E-03 3.72E-01
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Glucose (g/100 mL)

FAN (mg/L)
Etanol (g/100 mL)

Diacetil total (ug/l) 9.06E-07
Acetaldeido (mg/L) 6.04E-05

Etil Acetato (mg/L)

[soamil Acetato 2.80E-06
,;' (mg/L)

! [soamil Alcool 2.38E-04

Bng/L)

|

1.50E-03 l

2.81E-06
2.26E-04 ’
2.34E-04
8.25E-05
5.57E-05
7.30E-06 |

3.13E-04
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Figura 7.23. Concentrac¢do de célula de levedura
de fase liquida versus tempo de fermentagiio continua relativa,
efeito do tempo de residéncia de liquido no bioreator. R, ¢ o
tempo de residéncia de liquido do bioreator em dias.

Nas Figuras 7.24 e 7.25, as concentragdes do
amino nitrogénio livre de substratos de mosto (FAN) e
carbohidrato fermentavel total (como glucose) ambas aumentaram
quando o tempo de residéncia de liquido diminuiu de 1.8 a 0.9
dics. A partir dos equilibrios de massa na Tabela 7.4, a taxa de
consume de carbohidrato fermentavel total (como glucose)
aumentou, enquanto a taxa de consumo de amino nitrogénio livre
diminuiu, com a diminui¢do do tempo de residéncia do bioreator.
O fator de rendimento Yp5 do etanol de produto de fermentacdo a
partir do substrato de glucose fermentavel aumentou de 0.3 para
0.5, com a redugdo do tempo de residéncia do liquido. Devido ao
sistema ser aspergido com ar e didxido de carbono, existem
provavelmente perdas menores de etanol na fase gas, que teria um
impacto no fator de rendimento Yp,s pelo afetamento do equilibrio
no etanol. A pesquisa conduzida em colaboracio com Budac e
Margaritis (1999) tem demonstrado qualitativamente, usando-se
uma técnica de espectroscopia de massa de cromatografia de gés
(GC-MS), estes volateis de aroma de cerveja incluindo etanol,
acetaldeido, etil acetato, e isoamil acetato sdo detecta@os no
espaco superior do bioreator de elevagdo de gas durante

fermentag¢do continua.
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Figura 7.25. Concentragdo de amino nitrogénio
de fase liquida e 1-propanol versus tempo de fermentagdo
continua relativa, efeito do tempo de residéncia de liquido no
bioreator. R; € o tempo de residéncia de liquido do bioreator em
dias.

Tabela 7.4. Balangos de massa no amino
nitrogénio livre e carbohidrato fermentéavel total (como glucose)

baseados nos dados médios na Tabela 7.3, efeito do tempo de

residéncia.

Tempo de 1,8 dias 0,9 dias
Residéncia Amino Nitrogénio Livre (g/min)
Admissio* 8.84E-04 1.74E-03
Descarga 3.65E-04 1.50E-03
Consumo (DeltaS) 5.18E-04 2.35E-04
Fator de Rendimento

(Yess)

Tempo de 1,8 dias 0,9 dias
Residéncia Amino Nitrogénio Livre (g/min)
Admissdo* 4.71E-01 9.26E-01
Descarga 8.93E-03 3.72E-01
Consumo (DeltaS) 4.62E-01 5.54E-01
Fator de Rendimento 0.3 0.5

(Yess)
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*Concentra¢des de admissdo do Apéndice 1

A concentragdo de fase liquida do etanol do
produto de fermenta¢do diminuiu com a mudanca de etapa no
tempo de residéncia de liquido. Contudo, o sistema como um todo
foi produzindo mais etanol em uma base de taxa de fluxo de
massa no tempo de residéncia de liquido. Devido ao objetivo
desta trabalho ndo ser somente produzir etanol em isolamento,
mas preterivelmente uma cerveja com um equilibrio de muitos
compostos, a maximiza¢do da produtividade de etanol deve ser
equilibrada com outros fatores. No final de uma fermentacio de
cerveja primdria comercial, a maioria do substrato de glucose
fermentavel deve ser consumida.

Na Figura 7.26, a resposta da concentracdo de
acetaldeido e diacetil total a mudanga de etapa na taxa de fluxo de
mosto ¢ dada. Ambos os analiticos aumentam na concentracio, e
em sua taxa de produg¢do quando o tempo de residéncia de liquido
foi diminuido. Durante as fermentagdes de cerveja de dosagem, o
acetaldeido € excretado pela levedura durante os primeiros poucos

dias de fermentagdo (Kunze, 1996).
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Figura 7.26. Concentracio de diacetil rotal de
fase liquida e acetaldeido versus tempo de fermentacido continua
relativa, efeito do tempo de residéncia de liquido no bioreator. R,
¢ 0 tempo de residéncia de liquido do bioreator em dias.

As Figuras 7.25 e 7.27 mostram o efeito da
diminuicdo do tempo de residéncia do bioreator nas
concentragdes de fase liquida dos alcoois mais altos l-propanol,
1sobutanol e isoamil alcool. Todos os trés alcoois mais altos

diminuem em concentragio quando o tempo de residéncia do

bioreator foi diminuido.
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Figura 7.27. Concentracio de isobutanol de fase
liquida e isoamil alcool versus tempo de fermenta¢do continua
relativa, efeito do tempo de residéncia de liquido no bioreator. R,

¢ 0 tempo de residéncia de liquido do bioreator em dias.

As taxas de fluxo de massa de etil acetato e
isoamil acetato dadas na Tabela 7.3 (b) ambas aumentam em
resposta a diminui¢do no tempo de residéncia de liquido. Na
Figura 728, a concentracio de fase liquida de etil acetato
diminuiu, enquanto isoamil acetato aumentou. Devido a este
experimento permitir um aumento no crescimento de célula de
fase liquida sem aumentar o suprimento de oxigénio para o
sistema, as condi¢des no bioreator promovem producdo de éster.
Hough ¢ outros., (1982) citaram que o crescimento aumentado e

condi¢des de oxigénio diminuidas encorajam a formacdo de éster.
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Figura 7.28. Concentragio de etil acetato de fase
liquida e isoamil acetato versus tempo de fermentacido continua
relativa, efeito do tempo de residéncia de liquido no bioreator. R,
¢ o tempo de residéncia de liquido do bioreator em dias.

7.2.4 Uso de uma Preparacio Comercial de
Alfa-Acetolactato Decarboxilase para Reduzir Diacetil Total
durante Fermenta¢do de Cerveja Primaria Continua

Experimento 1: O bioreator foi contaminado
com cocci Gram positive que cresce aerobicamente antes do
ensaio poder ser completado. Foi determinado que 0 proprio
bioreator foi contaminado, visto que teste microbioldgico do
suprimento de mosto nio mostrou contaminagdo. Isto apontou a
necessidade do bioreator se atualizar com salvaguardas contra

contaminagdo. Contudo, antes do sistema ser parado, uma

diminui¢o na concentrago de diacetil total foi observada quando
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a ALDC foi adicionada ao suprimento de mosto. Infelizmente nio
foi possivel tirar quaisquer conclusées a partir destes dados
devido aos efeitos confusos da contaminacio do bioreator.
Experimento  2: Como um resultado de
numerosas atualizagdes, o sistema opera sem contaminagio
atraves de toda a duragdo do Experimento 2. Os dados para este
experimento sdo dados nas Figuras 7.29 — 7.31. Na Tabela 7.5, as
concentragoes de estado pseudo-constante médio de diacetil total
antes e depois da adi¢do de ALDC ao mosto sdo resumidas. A
concentracao de diacetil total diminuiu por 47% com a adicao de
ALDC ao mosto, que produz o uso desta enzima (médias tomadas
apos trés tempos de giro do bioreator). Conforme visto nas
Figuras 7.30 e 7.31, o carbohidrato fermentavel total (como
glucose), e concentragio de c€lula, se acumulam levemente
durante este ensaio, que pode ter sido causado pelas leves

diferengas no mosto suprido ao bioreator antes e apos a adi¢do de
ALDC.
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Figura 7.29. Concentragio de diacetil total de
fase liquida versus tempo e fermentacdo continua, efeito de

adi¢cdo de ALDC ao meio de fermentag¢do de mosto, Experimento

)
—y 9
)
8
0 81
,_:| ) |
a

w 7 n .‘. s " 4. n
@ x H . n o | | n
— 6 !
o ;
82 ‘
3% o i E—
we . Adigao -
Qe 4 i de ALDC (S
T~ , de

o i
0~ ‘
W= 3 A
O ‘
o> !
ﬁ\_s 244 AL Ay )
cc 4
S8 SR
cC & : 4 a4y " A
= 4
Qn !

T — — T T —
0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo de fermentagio continua(h)

Figura 7.30. Concentracdo de carbohidrato
fermentdvel de fase liquida versus tempo de fermentacio
continua, efeito de adi¢cdo de ALDC ao meio de tfermentacdo de

mosto, Experimento 2.
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Figura 7.31. Concentracdo de célula de fase
liquida versus tempo de fermentagdo continua, efeito de adicdo de
ALDC ao meio de fermentagdo de mosto, Experimento 2.

De modo a eliminar o efeito de confusdo
potencial da variabilidade do mosto durante o Experimento 3,
uma grande quantidade de mosto a partir da cervejaria (14 hL) foi
coletada, ¢ ALDC foi adicionada diretamente ao mosto
remanescente neste vaso de réten(;éo, uma vez que a linha base de
estado  pseudo-constante  foi  alcangada. Isto  elimina
adicionalmente quaisquer inconsisténcias de mosto potenciais que
podiam ter afetado a performance de fermentagdo no Experimento
2. Este vaso de armazenamento de mosto foi também equipado
com aspergimento de didxido de carbono, de modo que niveis de
oxigenio dissolvido no suprimento de mosto foram mantidos em
um nivel consistentemente baixo.

Experimento 3: As Figuras 7.32 — 7.34 ilustram
o efeito de adigdo de ALDC ao suprimento de mosto, na
concentracdo de diacetil total, carbohidrato fermentavel total
(como glucose), etanol, e célula livremente suspensa durante
fermentacdo de cerveja continua. A Tabela 7.6 também di a
concentragdo de diacetil total de estado pseudo-constante média
antes € apos a adigdo de ALDC ao suprimento de mosto (médias
tomadas apoés trés tempos de giro do bioreator). Nenhuma
contamina¢do foi detectada em qualquer ponto durante este
experimento. A concentragdo de diacetil total foi reduzida por

45% apoés adigdo de ALDC. Nenhuma diferenga significante na



concentragdo  de etanol, carbohidrato fermentavel totul (como
glucose) ou célula livremente suspensa foram observadas, que

concorda com as descobertas de dosagem de Aschengreen e
Jepsen (1992).
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Figura 7.32. Concentracio de diacetil total de
tase liquida versus tempo de fermenta¢do continua, eteito de
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Figura 7.34. Concentra¢io de célula de fase
liquida versus tempo de fermenta¢do continua, efeito de adicdo de
ALDC ao meio de fermentagdo de mosto, Experimento 3.

Os resultados dos Experimentos 2 e 3 indicam
que a ALDC no tem um efeito significante na concentragio de
diacetil total durante fermentagdo continua em bioreatores de
elevagdo de gas, dando uma redu¢do média na concentracio de
diacetil total de 46%. Esta tem o potencial de diminuir ou
eliminar o processamento secunddrio para reducdo de diacetil em
sistemas de elevagdo de gds continuos. Uma dosagem
relativamente alta de ALDC foi usada para estes experimentos
inicials, € seria necessario otimizar a quantidade, método e
regulagdo da dosagem de ALDC no mosto se esta enzima ¢ para
ser adotada para o processo. Economias adicionais podem ser
realizadas se uma enzima torna-se disponivel com niveis de
atividade mais altos sob condigdes de fermentagdo de cervejaria,
ou se a propria enzima foi imobilizada, permitindo sua re-
utilizagdo (Dulieu e outros., 1996). Outra considera¢do serd a
aceitagdo plblica de aditivos de enzima que tém sido produzidos
usando-se organismos geneticamente modificados.

Na dosagem recomendada de supridores de 2
kg/1000 hL, e, com custo da preparacdo da enzima comercial a
$131.05/kg, $0.26 / hL seria adicionado aos custos de material de
fermentacdo. Conforme usado nos experimentos realizados, a
dosagem de enzima foi 72 mg/L (108 ADU/L) ou 7.2 kg/1000 hL
de ALDC, dando um custo de material adicional de $0.94/hL. As
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economias de usar-se a ALDC para redugdo de diacetil durante as

fermentagdes continuas de elevagio de gas dependerdo da

dosagem de enzima otima sob condicles de bioreator, e da

quantidade de tempo economizado por seu uso.

Tabela 7.5. Resumo de efeito de estado pseudo-

constante médio de adigdo de ALDC ao meio de fermentagdo de

mosto na concentragdo de diacetil total durante fermentacdo de

cerveja continua em um bioreator de elevagdo de gas.

rExperimento

Concentra¢do de Diacetil Total

Meédia (mg/L) (ALDC ausente)

Experimento II

495

Experimento I1I

445

Experimento

Concentra¢do de Diacetil Total

Média  (mg/L)  (ALDC,

60mL/L)

Experimento 11

260

Experimento III

245

Experimento Reducdo de Percentagem de
Diacetil

Experimento I 47

Experimento III 45
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*médias baseadas nos valores de estado pseudo-
constante apos trés tempos de giro do reator.

O precedente suporta a proposi¢io que
fermentagdo continua, usando-se levedura imobilizada e as
c€lulas livres associadas em um sistema de bioreator de tubo de
tiragem de ar de elevacdo de gés, ¢ alternativa vidvel para
fermentacdo de dosagem para produgdo baseada nos seguintes
Critérios:

- equiparagdo de aroma efetuada

- produtividade volumétrica de bioreator mais
alta

- complexidade minima

- operagdo continua de longo prazo demonstrada

- controle de ar (oxigénio) no gas de fluidizagdo
para controle de aroma

- adi¢cdo de enzima a-acetolactato decarboxilase
para controle de diacetil como opg¢ao

- nenhuma contaminacéo bacterial

- beneficios financeiros.

Existem ainda muitas areas que necessitam ser
estudadas adicionalmente, mas a tecnologia estd pronta para ser
testada em uma escala maior. Os bioreatores de elevacio de gas ja
sdo usados em uma escala industrial para tratamento de dagua de
despejo, que produz os prospectos de tornar o sistema de
fermentagdo de cerveja continua tecnicamente seguro. A

cervejaria Grolsch na Holanda foi reportada para usar um
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bioreator de elevacdo de gas de 230 m’ para tratamento de agua
de despejo (Driessen e outros., 1997). Uma das maiores barreiras
a fermentacdo continua em escala comercial na industria de
fabrico de bebida fermentada pode ser a aceitacdo pelos
fabricantes de cerveja de um novo processo em uma industria que
¢ profundamente ligada a tradigdo.

Dados coletados nos metabolitos de levedura
secundaria produzidos durante fermentagdes de cerveja continuas
conduzidas neste trabalho realcam a importancia do controle de
oxigénio no gas de fluidizacdo para a formagdo de aroma da
cerveja. As descobertas mostraram que sob as dadas condigoes de
operacdo, ar aumentado no gas de fluidizacdo do bioreator causou
um aumento no acetaldeido, diacetil € alcoois mais altos (isoamil
alcool e isobutanol), enquanto as concentragdes de ¢steres
(isoamil acetato, etil hexanoato, etil octanoato) e etanol, foram
reduzidas. Estes dados sugerem que existe o potencial para o
controle do aroma da cerveja através da composi¢cdo do gas de
fluidizagdo do bioreator, permitindo a produgdo de produtos
unicos.

Com a exce¢da de quando ar foi eliminado do
gas de fluidizagdo, uma concentragdo de célula livremente
suspensa de mais do que 10° células/mL foi mantida na fase
liquida do bioreator. O sistema, desse modo, tem mais do que
uma populagdo de células de levedura coexistente no bioreator, a
levedura imobilizada e a levedura suspensa de fase liquida.

Devido as grandes quantidades de crescimento de levedura viavel
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na fase liquida do bioreator, existe a possibilidade de usar-se um
bioreator continuo como um propagador de levedura.

Quando um periodo de retengdo de dosagem de
48 horas foi adicionado, seguindo fermentagdo primdria continua,
um perfil de aroma dentro da faixa de cervejas de mercado foi
obtido. A temperatura deste periodo de retencdo foi 21°C, e a
importancia de minimizar a exposi¢do do liquido ao oxigénio
durante o periodo de retencdo para formac¢do de aroma foi
demonstrada experimentalmente. A adi¢do de um periodo de
reten¢do adiciona dois dias ao processo, bem como complexidade
adicional; contudo, ele ¢ ainda significantemente mais rapido do
que fermenta¢des de dosagem comerciais, que levam entre sete e
quatorze dias.

Ultimamente o cendrio ideal seria eliminar
totalmente o periodo de retengdo secundario pela otimizagdo das
condigdes no bioreator continuo primario. Contudo, redugdes
adicionais no tempo de reten¢do secundario podem ser alcanc¢adas
em curto prazo pela otimizagdo da temperatura de retengdo
(remo¢do de diacetil pela levedura é muito dependente da
temperatura), a quantidade de agucares fermentaveis que
permanecem no liquido no comego do periodo de retencdo, a
concentragdo de levedura presente, as caracteristicas de
hidrodindmica do vaso de reten¢do (a remog¢do de diacetil pode
ser aperfeicoada pelo aperfeicoamento do contato entre a levedura
e a cerveja), ¢ pela tomada de medidas adicionais para eliminar

oxigénio a partir deste estagio.
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QOutros pesquisadores (Kronlof e Virkajarvi,
1996; Nakanishi e outros., 1993; Yamauchi e outros., 1995) tém
se focado no desenvolvimento de fermenta¢Ges continuas de
estagios multiplos em que o primeiro estigio de fermentagdo
continua (aerobica) resulta em somente um consumo parcial dos
acicares fermentaveis presentes no mosto. Enquanto esta
estratégia tem mostrado algum sucesso em termos de produgéo de
aroma, estes sistemas sdo complexos. Também, o primeiro estagio
aerobico de tais sistemas cria um ambiente que é mais susceptivel
a contaminag¢do microbial (i.e. alta concentracdo de agucar,
temperatura, € oxigénio, com baixas concentracdes de etanol). No
bioreator de clevagdo de gas apresentado neste trabalho, o
bioreator tem uma concentragdo de agucar fermentavel de estado
constante baixa, baixo pH, alta concentra¢do de etanol, e baixas
concentragdes de oxigénio, tornando o ambiente indspito para
contaminantes  potenciais. Em uma cervejaria menos
desenvolvida, a minimizacdo da complexidade e desenvolvimento
de um processo resistente & contaminagdo robusto ¢ um fator de
sucesso importante.

A adicdo de uma preparacdo comercial de alfa-
acetolactato decarboxilase (ALDC) ao mosto que supre a
fermentagdo continua, mostrou uma redugdo média de diacetil de
46%. Contudo, devido a ALDC ser uma enzima que é produzida
por um organismo geneticamente modificado (GMO), existem
percep¢des publicas publicadas que seriam enderecadas antes de

se usar tal enzima em um produto comercial. Em adi¢do, as
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enzimas comercialmente disponiveis para controle de diacetil ndo
tém atividade 6tima sob condicdes de fermentagio.

Sob seis meses de fermentacdo continua
usando-se c€lulas livremente suspensas de imobilizacdo de gel de
kappa-carrageenan na fase liquida, retém-se viabilidades maiores
do que 90%, enquanto a viabilidade da célula imobilizada
diminuiu para menos do que 60%. As micrografias de elétron de
varredura revelaram que células localizadas proximas a periferia
da yota de gel tém sinais de origem multiplos ¢ uma morfologia
regular, enquanto aquelas préximas ao nicleo da gota tém uma
forma irregular € poucos sinais de origem, sugerindo crescimento
concedido. As micrografias também sugerem que a levedura
localizada proximas ao nucleo da gota estava mostrando sinais de
envelhecimento. Conforme discutido na se¢do 5, o gel de kappa-
carrageenan tem muitas caracteristicas que o tornam uma matriz
de imobilizagdo de levedura desejavel. Contudo, ndo existe
atualmente método disponivel para manufatura de gota, e, devido
a levedura ser presa na matriz como parte do processo de
producdo de gota, o manuseio da gota em uma planta comercial
aumenta a complexidade e custo. Outros métodos de
imobilizagdo, tais como auto-agregacdo ou floculagdo, devem ser
explorados no futuro. Isto eliminaria a complexidade do manuseio
da gota em ambiente de instalagdo, e, se os flocos de levedura
fossem rompidos em uma base regular, pode-se assegurar que as
células envelhecidas sd@o regularmente removidas a partir do

bioreator.



10

15

20

25

30

35

REIVINDICACOES

1. Processo para a producdo de alcoois potaveis,

caracterizado pelo fato de que:

a) um bioreator de elevagdo de gas utilizando circulagao
interna ¢ utilizado para executar um estagio de fermentagdo continua, onde mosto
contendo agucares fermentaveis € inicialmente fermentado usando células de levedura
flocosa, imobilizadas por auto-agregacdo em um suprimento de oxigénio restrito; e

b) a descarga parcialmente fermentada do processo continuo &
fornecida a um estagio de processamento de dosagem para acabamento.

2. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o alcool potavel € uma cerveja.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado
pelo fato de que a cerveja € uma cerveja estilo clara.

4. Processo de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado
pelo fato de que a cerveja € lager.

5. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a referida cerveja é do estilo norte-americano.

6. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a levedura é uma levedura altamente flocosa ou super flocosa.

7. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a fermentagcao € uma fermentagao primaria.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o mosto é purgado com diéxido de carbono antes da fermentacao.

9. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o reator usa aspersio de gas diéxido de carbono contendo cerca de
3% de oxigénio.

10. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que a complementacdo da fermentacdo primaria é a dita executada no
estagio de retencao de dosagem.

11. Processo de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado
pelo fato de que a redug¢ao de concentragéo de diacetil & efetuada.

12. Processo de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado
pelo fato de que a redugao de concentragcao de acetaldeido é efetuada.

13. Processo de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado
pelo fato de que a concentragéo de alcodis fusel permanece nao afetada pelo estagio

de processamento de retengao de dosagem.



14. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que a descarga do estagio de fermentagao continua é distribuida através
de uma tubulagdo a um de uma pluralidade de vasos de retengdo de dosagem, onde o
referido processo de reten¢ao de dosagem ocorre.

15. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o processo continuo € um processo para fermentacao de dosagem

subsequente de passo no estagio de retencao de dosagem.
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RESUMO

Patente de Invengdo para “COMBINACAO
DE PROCESSOS DE FERMENTACAO
CONTINUA/INTERMITENTE”,

Na produgéo de élcoois potaveis, um estagio de
fermentagdo continua é empregado para prover e/ou fermentar
inicialmente agticares fermentaveis contendo mosto. Um estagio
continuo exemplar envolve o uso de bioreator de elevagio de gas
empregando levedura super-flocosa e controle de oxigénio estrito.
O estagio continuo pode, em seguida, ser seguido pelo envio de
uma descarga pelo menos parcialmente fermentada a partir do
processo continuo distribuida para um estagio de processamento

intermitente para acabamento.
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